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Le cancer colorectal (CCR) est le 3ème cancer le plus fréquent en France. Malgré les
avancées en terme de dépistage, de diagnostic et de traitements, il constitue la 2ème cause
de mortalité par cancer après celui du poumon. En pratique clinique, le pronostic et le
traitement des patients sont basés uniquement, encore aujourd’hui, sur la classification
histo-pathologique tumor-node-metastasis (TNM).Cette classification définit 4 stades en
fonction du degré d’invasion de la paroi colique, avec un risque de décès de plus en plus
accru avec l’augmentation du stade. Toutefois, cette classification ne permet pas de prédire
précisément la rechute d’une grande partie des patients.
Sur le plan biologique, un cancer colorectal est une tumeur d’origine épithéliale prove-
nant dans la très grande majorité des cas d’adénomes évoluant en carcinome. En raison
du peu de variations observées au niveau anatomopathologique, le CCR a été considéré
pendant longtemps comme une entité homogène d’adénocarcinomes. Mais il est mainte-
nant bien établi que le CCR est une maladie hétérogène depuis la découverte dans les
dernières décennies des différentes formes d’instabilité du génome que sont (i) l’instabi-
lité chromosomique (CIN, Chromosomal instability, 70% des CCR), (ii) l’instabilité des
microsatellites (MSI, Microsatellite instability, 15% des CCR) et (iii) le phénotype d’hy-
perméthylation d’îlots CpG (CIMP, CpG island methylator phenotype, 15% des CCR).
Ces formes seraient associées à différentes séquences d’altérations lors de la carcinogenèse.
Confortant l’idée d’hétérogénéité de la maladie, il est également établi que le pronostic en
fonction de ces formes n’est pas le même et que la réponse de ces cancers aux traitements
actuellement en vigueur est différente.
L’hétérogénéité moléculaire et clinique reste néanmoins encore peu et mal décrite dans
les CCR, bien que l’identification de sous-types de CCR ayant des caractéristiques pro-
nostiques et de réponse au traitement distinctes aurait un intérêt clinique majeur. Les
avancées technologiques à haut-débit des dix dernières années ouvrent de nouvelles pers-
pectives pour caractériser les mécanismes d’oncogenèse et identifier des marqueurs associés
au pronostic des cancers. Il est maintenant possible d’analyser les cellules cancéreuses,
ainsi que les cellules de leur micro-environnement, tant en ce qui concerne l’expression
de gènes (ARN messagers) que les aberrations génomiques (mutations ou variations du
nombre de copie d ’ADN) ou épigénomiques (anomalies de méthylation ou d’expression
de microARNs). De telles données peuvent donc permettre d’identifier des sous-types de
tumeurs ayant des profils moléculaires distincts qui pourraient expliquer des différences
de pronostic et de réponse au traitement. De plus, la délimitation de sous-types molécu-
laires homogènes constitue un premier pas vers la médecine personnalisée, préalable à la
recherche de marqueurs théranostiques spécifiques pouvant être les cibles de drogues et/ou
à la stratification thérapeutique.
Mon projet de thèse s’est intéressé à décrire finement, via de telles approches, l’hétéro-
généité de la maladie sur le plan moléculaire et clinique. Ce travail a été réalisé sur la large
cohorte de données générées grâce à la collaboration entre plusieurs acteurs majeurs de la
recherche sur le cancer colorectal en France et le programme Cartes d’Identité des Tumeurs
(CIT), programme de génomique des cancers initié et financé par la Ligue Nationale contre
le Cancer. Dans ce rapport, je commencerai par évoquer l’état de l’art, en m’efforçant de
décrire la prise en charge des CCR en clinique et les besoins pour son amélioration, ce
qui est connu de l’hétérogénéité cellulaires et moléculaires des CCR et l’apport des ana-
lyses des données omiques. Puis je présenterai les résultats obtenus : l’établissement d’une
classification sur les données transcriptomiques pour décrire l’hétérogénéité, puis l’apport
de cette classification dans un effort d’établir une classification consensus internationale
suite aux publications simultanées de travaux similaires. Enfin, je conclurai en discutant
l’intérêt et les limites de ces résultats.

Deuxième partie
Revue Bibliographique

Chapitre 1
Le cancer colorectal en clinique :
caractéristiques épidémiologiques,
cliniques et
anatomo-pathologiques
1.1 Une problème de santé majeur
1.1.1 Incidence et mortalité
Le cancer colorectal est parmi les cancers les plus fréquents et les plus mortels dans le
monde avec les plus fortes incidences observées dans les pays occidentaux 1 (Figure 1.1).
Figure 1.1 – Incidence du cancer colorectal dans le monde selon Globocan1.
1. Selon Globocan, un projet visant à fournir des estimations les plus à jour possible de l’incidence, la
mortalité et la prévalence de la majorité des cancers au niveau international http://globocan.iarc.fr/
Pages/Map.aspx
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En France, selon les données de l’INCA de 2012 2, le cancer colorectal est le 3ème
cancer le plus fréquent, après les cancers de la prostate et du sein, avec 42150 nouveaux
cas par an. En comparaison, parmi les cancers gastro-intestinaux, le 2ème cancer le plus
fréquent est celui du pancréas qui ne compte que 9500 nouveaux cas par an. En terme de
mortalité, il se place au 2ème rang des causes de décès par cancer après celui du poumon,
avec 17 722 décès par an, la survie relative à 5 ans étant de seulement 56%. Malgré ce bilan
alarmant, une stabilisation de l’incidence est observée et la mortalité diminue, notamment
grâce à un diagnostic plus précoce, une amélioration de la prise en charge thérapeutique
et à une diminution de la mortalité opératoire. Le bénéfice attendu de la mise en place du
dépistage organisé n’a pas encore d’impact sur les chiffres.
1.1.2 Les facteurs de risque, la part de la génétique et de l’environne-
ment
La part des facteurs héréditaires contribue relativement peu à la plupart des cancers,
l’environnement ayant un rôle majeur. Toutefois, pour les cancers colorectaux, un risque
significativement accru a été observé pour les patients ayant des antécédents familiaux,
avec près d’un tiers des patients ayant une composante héréditaire (Lichtenstein et al.,
2000). En effet, la majorité des cancers colorectaux (~70%) sont très probablement dus
à des facteurs environnementaux et sont dits sporadiques. De 3 à 5% sont dus à une
maladie génétique héréditaire, bien décrite, fortement pénétrante, de type Mendélienne
et sont dits héréditaires. Les ~25% restants sont associés à des antécédents familiaux et
sont dits familiaux. Ils sont probablement dus à une combinaison de facteurs génétiques
moins pénétrants et de facteurs environnementaux (Burt, 2007; Lichtenstein et al., 2000)
(Figure 1.2) .
Les formes héréditaires à forte pénétrance
Parmi les cas héréditaires fortement pénétrants, les syndromes héréditaires les plus
communs sont la polypose adénomateuse familiale ou FAP (pour Familial adenomatous
polyposis), responsable d’1% des CCR, et le syndrome de Lynch, appelé aussi Hereditary
non-polyposis colon cancer (HNPCC), responsable de 3 à 5% des CCR (Burt, 2007).
La FAP se manifeste par la formation de plusieurs centaines de polypes dans le côlon,
dès l’adolescence, les polypes finissant pas devenir cancéreux avec le temps. C’est une
maladie autosomale dominante due à la mutation du gène adenomatous polyposis coli APC.
Dans le cas du syndrome de Lynch, qui a été l’un des premiers syndromes héréditaires
décrits, les patients sont généralement jeunes et présentent pas ou peu de polypes. Les
tumeurs ont des caractéristiques anatomo-pathologiques spécifiques, comme notamment
l’infiltration lymphocytaire (Fearon, 2011). Les localisations possibles de développement
du cancer ne sont pas restreintes au côlon mais peuvent toucher les ovaires, l’estomac,
l’intestin grêle, le pancréas, les reins, le cerveau, l’urètre et le canal biliaire, les femmes
ayant plus de risque de développer un cancer de l’endomètre. C’est aussi une maladie
autosomale dominante due à une mutations dans un des gènes du système de réparation
de l’ADN qui confère aux tumeurs une instabilité génétique au niveau des microsatellites
(MSI) (voir chapitre suivant2). (Fearon, 2011)
D’autres syndromes beaucoup plus rares (<1%), regroupés sous le nom de syndromes
de polypose hamartomateuse, augmentent le risque de CCR comme le syndrome de Turcot,
2. Données de l’Institut National du Cancer (INCA) établies en 2012 : http ://www.e-
cancer.fr/cancerinfo/les-cancers/cancers-du-colon/quelques-chiffres-sur-les-cancers-colorectaux
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Figure 1.2 – Formes héréditaires, familiales et sporadiques des cancers colorectaux.
le syndrome de Peutz-Jeghers dû à une mutation du gène STK1 et la polypose associée à
MUTYH (ou MAP, MUTYH-associated polyposis) dû à une mutation du gène MUTYH.
Pour les formes héréditaires, le risque est extrêmement élevé. Les patients atteints de
FAP ont un risque de développer la maladie au cours de leur vie de 100% et ceux atteints
du syndrome de Lynch de 50 à 80% (Burt, 2007) (Figure 1.2).
Les formes familiales
Les CCR familiaux sont hétérogènes, regroupant des tumeurs liées à des syndromes
héréditaires encore non identifiés, des tumeurs sporadiques liées à des comportements
socio-culturels laissant penser à de l’hérédité (comme par exemple la surconsommation
de viandes rouges) et des tumeurs liées à une combinaison de facteurs génétiques et en-
vironnementaux. Les gènes impliqués dans ce dernier type ne sont pas encore clairement
définis (Armelao and de Pretis, 2014). Le risque de développer au cours de sa vie un cancer
colorectal dans la population générale est de 5-6%, ce risque est augmenté de 2 à 4 fois si
un contexte familiale est retrouvé (Burt, 2007; Armelao and de Pretis, 2014).
Les autres facteurs de risque
En plus des antécédents familiaux, les autres facteurs de risque sont l’âge (la moyenne
d’âge au diagnostic est de 71 ans), la présence de polypes, les maladies inflammatoires
du côlon, les antécédents personnels de cancers et certaines habitudes de vie (certains
types de régimes comme ceux enrichis en viandes rouges ou en acides gras insaturés, l’in-
activité physique, l’obésité, la consommation de cigarettes, la consommation importante
18
Chapitre 1. Le cancer colorectal en clinique : caractéristiques
épidémiologiques, cliniques et anatomo-pathologiques
d’alcool) 3.
1.2 Physiopathologie et anatomopathologie cancéreuse du
côlon
1.2.1 Progression tumorale : la séquence adénome-carcinome
Le côlon normal
Le côlon constitue avec le rectum et l’anus la dernière portion du système gastro-
intestinal. Il fait suite à l’intestin grêle. Il est responsable des dernières étapes du processus
de digestion. Les principales fonctions du côlon sont l’absorption de l’eau restante et des
nutriments, et la compaction et l’évacuation des résidus alimentaires non digérés dans
l’intestin grêle.
Il se divise en 4 segments : le caecum/côlon ascendant, le côlon transverse (avant
l’angle splénique), le côlon descendant et le côlon sigmoïde (Figure 1.3). Les 2 premiers
segments constituent le côlon proximal, et les 2 derniers segments constituent le côlon
distal (droit et gauche sont parfois employés pour proximal et distal). Cette séparation
en côlon proximal et en côlon distal reflète l’appartenance à des structures embryonnaires
distinctes, l’intestin primitif moyen et l’intestin primitif postérieur respectivement. Selon
Weinberg (2013), l’origine embryonnaire du tissu est un déterminant clé de la biologie des
tumeurs, tout comme la cellule d’origine et le phénotype de la cellule ayant été transformée.
Figure 1.3 – Anatomie et structure du côlon.
3. http ://www.e-cancer.fr/cancerinfo/les-cancers/cancers-du-colon/les-facteurs-de-risque
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Le côlon forme un tube dont la paroi est constituée de quatre couches concentriques
différentes (Barker et al., 2008) :
la muqueuse à la lumière du côlon, consistant en un épithélium simple spécialisé,
organisé en cryptes (ou glandes), qui est responsable de l’absorption de l’eau et des
nutriments ;
la sous-muqueuse aussi appelée stroma ou chorion, contenant de nombreux vais-
seaux sanguins et lymphatiques, des fibres nerveuses et diverses cellules immuni-
taires ;
la musculeuse constituée de plusieurs couches de muscles, qui va avec le système
nerveux entérique permettre l’évacuation du contenu du côlon vers le rectum ;
la séreuse qui constitue une partie du péritoine (la membrane qui entoure les vis-
cères) ;
La transformation cancéreuse
L’initiation de la tumorigenèse colique se fait à partir de l’épithélium de la muqueuse.
Dans la majorité des cas, le cancer colorectal provient d’une tumeur bénigne, un adénome,
qui se développe à partir des cellules de l’épithélium puis évolue ensuite lentement et
finit par devenir cancéreuse (Figure 1.4). Dans les cas très évolués, il finit par former des
métastases à distance (dans le foie, les poumons et le péritoine principalement).
Figure 1.4 – Séquence de progression tumorale adénome-carcinome.
Plus spécifiquement, une partie de l’épithélium commence par devenir hyperplasique,
c’est-à-dire que le nombre de cellules augmente mais l’architecture globale de la crypte ou
la morphologie des cellules ne sont pas altérées. Puis, généralement, l’épithélium devient
dysplasique, c’est-à-dire que les cellules deviennent anormales cytologiquement, ce qui se
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traduit notamment par des tailles et formes de noyaux anormales et une activité mitotique
accrue. L’épithélium continue alors à évoluer par la multiplication des cellules pour former
une masse tumorale bénigne, aussi appelée adénome ou polype ou polype adénomateux 4.
Ces formes contiennent tous les types cellulaires du tissu normal mais leur assemblage est
anormal. La tumeur est bénigne car elle reste confinée dans la limite de la lame basale
qui sépare l’épithélium du stroma sous-jacent. Si la tumeur traverse la membrane basale
et envahit les tissus avoisinants, elle est alors considérée comme cancéreuse. Dans ce cas,
les adénomes se transforment en adénocarcinomes caractérisés par leur agressivité et leur
capacité à faire des métastases. Seule une fraction des adénomes progressent en cancer, et
la progression prendrait plusieurs années, voire des décennies. (Weinberg, 2013).
1.2.2 Les cellules d’origine
Les différents types cellulaires de l’épithélium normal
L’épithélium intestinal est en perpétuel renouvellement (tous les 4-5 jours), ce tissu
étant celui qui se renouvelle le plus dans le corps (van der Flier and Clevers, 2009; Barker
et al., 2008). Il est formé de cryptes organisées en 3 compartiments spatialement distincts :
le compartiment de prolifération à la base des cryptes, le compartiment d’amplification et
de lignage cellulaire, et le compartiment de différentiation cellulaire (Figure 1.5).
L’épithélium est constitué de plusieurs types de cellules se répartissant différemment
en fonction des compartiments (Figure 1.5). On distingue d’une part les cellules non diffé-
renciées, les cellules souches (CS) et les cellules progénitrices (ou "transit-amplifying cells",
TA) et, d’autre part, les cellules différenciées. (van der Flier and Clevers, 2009)
Les cellules non différenciées Les cellules souches se trouvent à la base des cryptes.
Elles sont responsables, par leur renouvellement perpétuel, de la diversité cellulaire des
cryptes. Les études convergent vers 4 à 6 cellules souches par crypte. Une CS se définit
par sa longévité (souvent la vie entière) et par sa capacité de multipotence, c’est-à-dire
à générer les cellules différenciées de son tissu. Elle est donc capable de se renouveler de
manière illimitée et, a priori, de manière asymétrique pour donner d’une part une cellule
fille très cyclante et une autre en remplacement de la cellule mère.
Les CS sont souvent considérées comme quiescentes, car elles se diviseraient très peu
fréquemment. Un certain nombre de cellules comme les cheveux suivent ce modèle. Malgré
tout, selon Barker et al. (2008), il n’y a pas de raison a priori qu’une CS soit quiescente
et ne procède qu’à des divisions asymétriques. Notamment les cellules souches les plus
étudiées chez la drosophile sont très activement cyclantes. De même les cellules souches
embryonnaires cyclent très rapidement mais ne font a priori jamais de division asymétrique.
La progénie des cellules souches, les progénitrices TA, se développent par plusieurs
cycles de mitoses (près de 300 cellules par crypte par jour, contrairement aux CS, les
TA ne font qu’un nombre limité de divisions) tout en migrant vers le haut des cryptes.
En arrivant près de la lumière, les TA arrêtent leur cycle et finalisent leur processus de
différenciation (Merlos-Suárez et al., 2011).
Les cellules différenciées Quatre types principaux de cellules différenciées de morpho-
logie différentes sont retrouvés, 1 type absorbant et les 3 autres sécrétant :
4. Le terme adénome est réservé aux polypes néoplasiques, alors que polype est le terme générique qu’il
soit néoplasique ou pas.
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Figure 1.5 – Schéma d’une crypte colique avec le lignage des différents types cellulaires
et les modèles possibles de transformation cancéreuse. A gauche, la crypte avec l’ensemble
des différents types cellulaires. La cellule rouge correspond à la cellule +4. Les triangles
représentent la localisation et l’intensité de l’expression des gènes de la voie de signalisation
indiquée. Au milieu, les différents lignages permettant la différenciation dans les différents
types cellulaires connus. A droite, les différents modèles d’initiation de la tumorigenèse
en fonction du type de cellule d’origine (cellules souches, progénitrices ou différenciées).
L’éclair jaune représente un événement mutationnel.
les colonocytes ou entérocytes : ce sont des cellules absorbantes, très abondantes
dans l’intestin grêle, moins dans le côlon que l’on retrouve dans le haut des cryptes
sur la partie directement en contact de la lumière.
les cellules caliciformes ou "Goblet cells" : elles sécrètent du mucus. Le nombre
de ces cellules augmente du côlon au rectum de manière conjointe avec le degré de
compaction des selles.
les cellules entéroendocrines : elles représentent moins de 1% des cellules épithé-
liales. Elles contrôlent la physiologie des intestins par la sécrétion de variété d’hor-
mones comme la sérotonine, la substance P et la sécrétine.
les cellules de Paneth : très abondantes dans l’intestin grêle, elles ne sont retrouvées
que dans le caecum, très rarement dans le reste du côlon. Elles ont un rôle dans
la protection contre les agents pathogènes par la sécrétion d’agents antimicrobiens.
Elles s’intercalent avec les cellules souches à la base des cryptes (Anderson et al.,
2011).
D’autres types cellulaires existent mais sont moins bien caractérisés comme les cellules
Tuft et les cellules M. Les cellules différenciées migrent rapidement vers le haut de la crypte
puis meurent ou sont rejetées dans la lumière du côlon après 4 à 8 jours (Anderson et al.,
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2011).
L’identification des cellules souches
Bien que l’existence des CS soit reconnue depuis longtemps dans les intestins, leur
identité a été difficilement établie et fait encore débat. Un groupe de cellules souches fait
toutefois consensus, les CBC (crypt base columnar cells) qui ont été très bien caractéri-
sées (Romagnolo, 2012) et correspondent au modèle "stem cell zone" proposé par Cheng
et Leblond au début des années 70. Elles sont petites, indifférenciées et très cyclantes,
intercalées entre les cellules de Paneth, si présentes. Un autre modèle, le modèle "+4 po-
sition", positionne les CS comme les cellules en position relative +4 par rapport au bas de
la crypte, les 1ères positions étant occupées par les cellules de Paneth. Ce modèle permet-
trait d’expliquer la position des cellules de Paneth qui migreraient vers le bas et les autres
vers le haut (Medema and Vermeulen, 2011; Barker et al., 2008). Plusieurs marqueurs
ont été identifiés mais très peu semblent être cohérents d’une étude à l’autre, ou ne sont
pas exclusifs des CS (CD34, DCAMKL1, EphB receptors, Msi-1, LGR5 ) (Anderson et al.,
2011; Di Franco Simone et al., 2011). LGR5 serait un des marqueurs le plus consistant
mais il ne marquerait que les CS se divisant activement (Anderson et al., 2011).
Le concept de niche
L’environnement des cellules souches, ou niche, semble avoir un impact important
sur le maintien, la régulation et l’auto-renouvellement de ces cellules mais la réalité de
ce concept n’est pas encore clairement définie. En effet, en plus des cellules épithéliales
adjacentes aux CS, de nombreuses cellules sont retrouvées dans le fond des cryptes qui
pourraient interagir avec les CS : les myofibroblastes, les neurones entériques, les cellules
endothéliales, les lymphocytes intraépithéliaux de même que d’autres composants comme
la membrane basale (Romagnolo, 2012). Notamment, les myofibroblastes auraient un rôle
important dans le maintien des CS pour leur rôle dans l’organogenèse et la réparation des
tissus. Les voies Wnt, BMP, Notch et Sonic Hedgehog auraient un rôle majeur dans le
maintien de la niche, les effecteurs de ces voies étant distribués différemment le long de
l’axe de la crypte (Di Franco Simone et al., 2011).
La théorie des cellules souches cancéreuses
Dans ce contexte, le modèle classique de développement d’une tumeur, le modèle clo-
nal ou stochastique, considère que toute cellule est capable de produire une tumeur (Fi-
gure 1.6). Les tumeurs sont toutefois hétérogènes d’un point de vue cellulaire avec divers
degrés de différenciation des cellules et différents aspects morphologiques. La cellule initia-
trice devrait donc être capable de donner naissance à une diversité de cellules (Anderson
et al., 2011). Ces dernières années a émergé l’idée que les cancers seraient une maladie des
CS, la théorie des cellules souches cancéreuses (CSC pour Cancer Stem Cells), en anglais
Cancer Stem Cell Therory. La première connexion entre cancer et CS remonte au début
du 19ème siècle quand des similarités entre tumeurs et tissus embryonnaires ont été mon-
trées. Cela a donné naissance à la théorie "embryonal rest", postulant que les cancers sont
causés par des cellules ayant des propriétés comparables à celles de l’embryon (Nguyen
et al., 2012).
Le théorie des CSC postule que les tumeurs primaires et les tumeurs métastatiques
se développent à partir d’une petite population de cellules cancéreuses ayant la capa-
cité d’auto-renouvellement et de multipotence qui sont capables d’initier et de maintenir
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Figure 1.6 – Modèles de développement tumoral
une tumeur (Anderson et al., 2011). Le concept de CSC est souvent confondu avec le
concept plus restreint qu’une cellule souche normale devienne cancéreuse, on parle alors
de "cancerous stem cell" (Nguyen et al., 2012). En effet, les CSC peuvent provenir de
CS normale, seul une mutation (génétique ou épigénétique) serait alors nécessaire pour
la transformation tumorale. Mais elles peuvent également être issues de cellules progé-
nitrices ou de cellules différenciées. Dans ces cas, 2 mutations sont nécessaires pour la
transformation, une mutation transformante et une mutation dédifférenciant en CS car
l’auto-renouvellement et la capacité à donner divers types cellulaires doivent être mainte-
nus (Figure 1.5) (Anderson et al., 2011). Dans ce modèle, seules les CSC ont le pouvoir
de reproduire la tumeur, les autres cellules tumorales étant différenciées. L’hétérogénéité
tumorale proviendrait alors de mutations dans la CSC et la différenciation de sa progé-
nie. L’identification des CSC n’est pourtant pas facile et plusieurs marqueurs différents
des cellules normales ont été mis en évidence (CD24, CD29, CD44, CD133, CD166, ESA,
LGR5, ALDH1, EPCAM )(Di Franco Simone et al., 2011; Anderson et al., 2011).
L’autre aspect important de cette théorie est son impact clinique quant aux traitements
des patients. En effet, cette théorie pourrait expliquer les cas de chimiorésistance et de
récurrence, les chimiothérapies classiques ne s’attaquant qu’aux cellules en division. Si les
CSCs sont quiescentes alors elles échapperaient au traitement et recoloniseraient le tissu.
Il est donc important pour améliorer les thérapies actuelles de viser spécifiquement ces
cellules (Di Franco Simone et al., 2011).
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1.2.3 Les lésions précurseurs
Les différents type d’adénomes
Toute excroissance au-dessus de la muqueuse adjacente est communément appelée
polype. Tout polype n’est pas précancéreux, seuls les adénomes sont néoplasiques. Initia-
lement deux grands groupes étaient classiquement définis : les polypes adénomateux, dys-
plasique et potentiellement précancéreux, et les polypes hyperplasiques, non néoplasiques.
Mais dans les années 2000, suite à la mise en évidence que des polypes hyperplasiques pou-
vaient être précurseurs de tumeurs, et à plusieurs démonstrations de l’existence de lésions
moléculaires précancéreuses dans ces polypes (notamment de l’instabilité microsatellitaire,
des aberrations de méthylation, des mutations de BRAF et KRAS), une nouvelle voie de
carcinogenèse à partir de polype hyperplasique a été proposée, la voie dite festonnée ou
serrated en anglais (Snover, 2011).
Depuis 2003, la nouvelle classification des polypes distingue 2 grands groupes : les
adénomes conventionnels (ou adénomateux) et les adénomes festonnés incluant les po-
lypes hyperplasiques et une diversité de polypes néoplasiques. De 65 à 90% des CCR
proviendraient de polypes conventionnels et de 10 à 35% des polypes festonnés suivant les
publications. Les tumeurs bénignes finalement forment donc un groupe varié. (Snover,
2011; Liang et al., 2013)
Les adénomes conventionnels
Au sein des polypes conventionnels, 3 grands types sont distingués : les tubuleux ( 75%),
les tubuleux villeux( 20%) et les villeux (5-10%) (Fleming et al., 2012). L’adénome tubu-
leux est le plus petit et le plus commun des adénomes mais c’est le moins susceptible de se
transformer en cancer. L’adénome villeux a le plus de risque de devenir cancéreux. Il est
habituellement plat avec une base large et peut devenir assez gros, ce qui le rend difficile
à enlever. L’adénome tubulo-villeux présente à la fois des caractéristiques de l’adénome
villeux et de l’adénome tubuleux. Le risque qu’il se transforme en cancer semble être à
mi-chemin entre celui de l’adénome villeux et celui de l’adénome tubuleux (Fleming et al.,
2012).
Les adénomes festonnés
Les polypes festonnés ont une morphologie en dent de scie ou sawtooth-like. Trois
grands types sont également distingués : les hyperplasiques non néoplasiques (HP), les
"traditional serrated adenomas" présentant une dysplasie cytologique (TSA) et les "sessile
serrated adenomas" (SSA) qui ont une histologie festonnée mais ne présentent pas de dys-
plasie cytologique. Les tumeurs issues de ces polypes ont des caractéristiques moléculaires
et cliniques différentes. Notamment elles ont un moins bon pronostic et sont plus associées
aux mutations de BRAF et KRAS et à l’instabilité microsatellitaire. Les SSA sont plus
associés à l’instabilité microsatellitaire et à la mutation de BRAF, et les TSA à la mutation
de KRAS (Liang et al., 2013).
1.2.4 Les différents types histologiques de carcinomes
Une faible hétérogénéité morphologique
Le cancer colorectal est plutôt homogène histologiquement. Plus de 90% des cancers
colorectaux sont des adénocarcinomes (du grec adéno qui signifie glande et carcino can-
cer). Les autres formes regroupent des tumeurs carcinoïdes provenant de cellules nerveuses
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digestives, sarcomes des tissus mous, lymphomes et métastases d’autres organes comme
l’ovaire, la prostate, l’estomac ou le sein. Il existe tout de même plusieurs sous-types histo-
logiques d’adénocarcinomes mais les plus fréquents, les adénocarcinomes Lieberkühniens,
représentent 95% des adénocarcinomes. Les autres formes plus rares sont les adénocarci-
nomes mucineux (ou colloïdes) et les adénocarcinomes dits à cellules en bague à chaton,
ou "signet ring cell", (adénocarcinome ayant plus de 50% des cellules tumorales présentant
du mucus intra-cytoplasmique). (Fleming et al., 2012).
Par ailleurs, le type d’adénome à l’origine du carcinome se retrouve dans sa mor-
phologie. On peut donc distinguer des tumeurs de type festonné ou conventionnel. Les
carcinomes festonnés étant identifiés par la présence de structures cribriformes (en forme
de crible) et trabéculaires (en forme de sillons), la présence de mucus intra- et extracel-
lulaire, des noyaux ronds ou ovoïdes avec une large membrane nucléaire, un faible ratio
noyau vs cytoplasme, la préservation de la polarité nucléaire et un cytoplasme clair ou
éosinophile (qui a une affinité pour l’éosine, un colorant orange-rosé) (Jass, 2007; Laiho
et al., 2007).
Un faible hétérogénéité selon le grade
Une mesure couramment utilisée par les anatomopathologistes est le grade qui mesure
le niveau de différenciation des cellules tumorales. Une faible différenciation indique une
perte de ressemblance avec le tissu parent, ce qui correspond pour les adénocarcinomes
à une perte du développement glandulaire (Jass, 2007). Les adénocarcinomes sont divi-
sés en bien (>95% de structures glandulaires), modérément (50-95%) ou peu différenciés
(5-50%). Les termes de bas-grade (bien et modérément différencié) et haut-grade (peu dif-
férencié) sont couramment utilisés. Le grade est défini sur le composant tumoral le moins
différencié en dehors du front d’invasion. Près de 70% des adénocarcinomes sont modéré-
ment différenciés, 20% peu différenciés et 10% bien différenciés (Fleming et al., 2012). Par
convention, les adénocarcinomes mucineux et les adénocarcinomes dits à cellules en bague
à chaton sont peu différenciés (Hamilton et al., 2006).
Les autres aspects histologiques participant de l’hétérogénéité
La morphologie à la marge d’invasion de la tumeur peut prendre des formes diverses.
Notamment un aspect d’invasion diffus rendant difficile la délimitation de la tumeur du
tissu sain avec la présence de cellules tumorales isolées ou groupés en petits amas, se dé-
tachant à la marge (on parle de bourgeonnement tumoral ou "tumor budding"). Le bour-
geonnement tumoral a été associé à un plus mauvais pronostic et est considéré comme la
traduction morphologique du phénomène de transition épithélio-mésenchymateuse (EMT
en anglais) (Svrcek and Fléjou, 2012).
L’infiltration lymphocytaire est aussi un aspect permettant de différencier les tumeurs.
Une infiltration lymphocytaire péri-tumorale très marquée a initialement été utilisée pour
caractériser les tumeurs associées à un syndrome de Lynch. Une infiltration intra-tumorale
avec la présence de lymphocytes intraépithéliaux, appelés TILS pour Tumor Infiltrating
Lymphocytes, notamment la présence de lymphocytes T cytotoxiques, constitue aussi un
marqueur des tumeurs avec instabilité microsatellitaire d’origine héréditaire mais égale-
ment d’origine sporadique. Par ailleurs, la présence de lymphocytes T cytotoxiques est
très variable suivant les tumeurs. La relative rareté des lymphocytes cytotoxiques dans
certaines tumeurs, comparativement au tissu normal qui en contient également, a amené
certains auteurs à suggérer qu’ils étaient détruits par les cellules tumorales (O’Connell
et al., 1996; Jass, 2007).
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1.3 La classification clinique
En clinique, classer les tumeurs est primordial pour savoir comment traiter et prendre
en charge le patient.
1.3.1 La classification TNM
Avant les années 1930, l’établissement du pronostic était basé sur le grade histologique
(basé sur la différentiation cellulaire), mais sa valeur pronostique était limitée. En 1932,
Cuthbert Dukes publia la classification des cancers du rectum qui constituera la base
des systèmes de classifications actuels. Le succès de cette classification résida dans sa
simplicité et, de part sa valeur pronostique et prédictive de la mortalité après opération,
dans son impact pour le choix thérapeutique. Cette classification prend en compte la
profondeur de pénétration dans la paroi et la présence ou non de métastases dans les
ganglions lymphatiques régionaux. La classification de Dukes fut longtemps utilisée pour
les CCR mais elle a été supplantée depuis quelques années par la classification plus détaillée
TNM (Tumor-Node-Metastasis) et n’est plus recommandée en clinique (Hamilton et al.,
2006; Haq et al., 2009).
La classification TNM est la classification proposée par l’American Joint Committee
on Cancer (AJCC) qui, depuis 1959, travaille sur la définition de standards de classifica-
tion des cancers. Elle mesure l’étendue locale et à distance des cellules cancéreuses à 3
niveaux : 1) l’envahissement de la tumeur primaire (T), 2) l’envahissement ganglionnaire
périphérique et le nombre de ganglions touchés (N, pour node) et 3) la dissémination
métastatique (M) (Figure 1.7). Pour chaque niveau, un chiffre est donné puis le tout est
combiné en 4 stades allant de I à IV. Schématiquement, les stades I et II sont caractérisées
par un envahissement de la paroi intestinale allant de la sous-muqueuse à la totalité de la
paroi ; les stades III par un envahissement de la paroi avec un envahissement ganglionnaire
locorégional ; et les stades IV par la présence de métastase à distance, généralement dans
le foie, les poumons ou le péritoine. Le stade 0 correspond aux adénomes, c’est-à-dire que
les cellules tumorales ne dépassent pas la lame basale.
Selon les données de l’INCA de 2010, la répartition en fonction des 4 stades est quasi-
ment identique avec 26% de stades I, 21% de stades II, 21% de stades III et 26% de stades
IV (6% non déterminé) 5
1.3.2 Valeur pronostique
L’intérêt majeur de la classification TNM est sa forte association au pronostic (Fi-
gure 1.7). En effet, la survie spécifique à 5 ans est de 93% pour les stades I, de 83% pour
les stades II, de 60% pour les stades III et seulement de 8% pour les stades IV qui sont
quasiment incurables. Des raffinements de cette classification, sous-divisant les stades exis-
tants, lors de la 6ème édition en 2002, permettent de mieux définir le pronostic (O’Connell
et al., 2004). Elle constitue l’un des facteurs pronostiques majeurs des cancers coliques, et
reste le principal outil du clinicien pour la décision thérapeutique après chirurgie.
Toutefois, d’autres facteurs apportent de l’information complémentaire au pronostic : le
grade (le degré de différenciation des cellules), la qualité de la résection/exérèse chirurgical,
l’invasion lymphovasculaire et nerveuse, la présentation sous forme d’occlusion ou d’une
5. Survie attendue des patients atteints de cancer : état des lieux 2010 (http ://www.e-
cancer.fr/publications/69-epidemiologie/578-survie-attendue-des-patients-atteints-de-cancer-etat-des-
lieux-2010), labeltnmrepartition
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Figure 1.7 – Classification clinique selon le stade TNM et sa valeur pronostique.
perforation tumorale (stage T4) et le nombre de ganglions envahis (O’Connell et al., 2004;
Sablin et al., 2009).
1.3.3 Implication sur le choix de traitement
La classification TNM constitue la base du choix thérapeutique pour les oncologues.
Globalement, les stades I et II, de meilleur pronostic, ne subissent qu’une simple chirur-
gie, les stades III une chirurgie suivie d’une chimiothérapie adjuvante. Pour les stades IV
métastatiques, le traitement est adapté en fonction du patient, avec en général une chi-
miothérapie couplée à une thérapie ciblée si les caractéristiques moléculaires de la tumeurs
s’y prêtent.
Les traitements standards La chirurgie est le traitement principal du cancer du côlon.
Elle consiste à enlever la portion du côlon atteinte par la tumeur ainsi que le réseau de gan-
glions qui en dépend. Le côlon n’étant pas un organe vital, il est possible de vivre norma-
lement même si on en enlève une grande partie, voire la totalité. Concernant le traitement
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médicamenteux, les stades III et IV et quelques stades II à haut risque sont traités par
chimiothérapie au 5-fluoro-uracile, appelé 5-FU, qui a été, depuis 1957, et jusqu’en 1996,
le seul médicament disponible. Il agit principalement sur la synthèse d’ADN en bloquant
l’activité de la thymidylate synthase, et donc la synthèse de la pyrimidine, conduisant à
un arrêt du cycle cellulaire et à l’apoptose. Il est généralement associé à l’acide folique,
qui accroît son efficacité (5FU/LV, LV pour leucovorine, un acide folique réduit) (Kelly
and Goldberg, 2005). Plusieurs traitements sont apparus après 1996 et aujourd’hui le trai-
tement de référence, depuis la publication des résultats sur l’essai MOSAIC (André et al.,
2004), est l’oxaliplatine (un analogue du platine induisant des ponts intra-brins d’ADN
et résultant à l’apoptose) combiné au 5FU/LV, ou FOLFOX. Toutefois, son utilisation
est difficile en pratique du fait de nombreux effets secondaires rapportés. L’irinotécan, un
inhibiteur de la topoisomérase I, a également été montré associé à un bénéfice pour le
patient lorsque combiné avec le 5FU/LV, FOLFIRI, mais a lui aussi de nombreux effets
secondaires et est généralement utilisé en deuxième ligne de traitement (Saltz et al., 2000;
Kelly and Goldberg, 2005).
Figure 1.8 – Traitements des cancers colorectaux. adj, traitement adjuvant ; L, ligne de
traitement ; N+, tumeur avec un envahissement ganglionnaire ; M+, tumeur métastatique
Émergence de la médecine personnalisée ou de précision En complément des
chimiothérapies, les progrès de la recherche ont permis de développer de nouveaux médi-
caments ciblant spécifiquement les cellules cancéreuses, appelés thérapies ciblées ou trai-
tements ciblés. Il y a 2 grandes familles, les anticorps monoclonaux et les inhibiteurs de
kinases. Trois médicaments de la famille des anticorps monoclonaux et 1 des inhibiteurs
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de kinases ont montré leur efficacité : le bevacizumab (commercialisé sous le nom Avas-
tin), visant le régulateur clé de l’angiogenèse VEGFR, le cetuximab (commercialisé sous
le nom Erbitux) et le panitumumab (commercialisé sous le nom Vectibix) visant le facteur
de croissance EGFR, et le Regorafenib (commercialisé sous le nom de Stivarga) inhibant
plusieurs kinases dont une ciblant VEGFR. Ces traitements sont indiqués en seconde ligne
de traitement ou pour les CCR métastatiques.
En clinique, un des critères pour mieux traiter une maladie est de bien la classer. La clas-
sification des tumeurs selon le système TNM s’est imposée car elle constitue le meilleur
facteur pronostique utilisé en clinique aujourd’hui. D’autres facteurs cliniques sont pro-
nostiques mais ne sont pas aussi efficaces que le stade de la tumeur.
Malgré cette classification, près de 10% à 20% des patients de stade II et de 30% à 40%
des stades III développent des récurrences. Le paradigme "one treatment fits all" trouve
ici ses limites. Cela soulève la question de l’hétérogénéité moléculaire des tumeurs et
suggère l’existence de voies de carcinogenèse distinctes. Cela pose aussi la question de
l’hétérogénéité intra-tumorale comme source de résistance aux traitements.
En effet, le stade TNM ne prend pas en compte la diversité histologique et cytologique,
uniquement le degré de progression de la tumeur. Or, comme on l’a vu dans ce chapitre,
d’un point de vue histologique, bien que les CCR soient assez homogènes, il existe une
diversité des cellules, des lésions d’origine et de la part de la génétique dans ces can-
cers. Diverses voies de progression tumorale sont donc envisageables. Il peut donc être
nécessaire de raffiner la classification en s’aidant des approches moléculaires ce qui sera
abordé dans les chapitres suivants.

Chapitre 2
Le cancer colorectal à l’échelle
moléculaire : caractérisation et
classification moléculaire
L’oncologie moléculaire est une discipline plutôt récente. C’est avec la découverte
en 1975 du premier proto-oncogène 1 que l’analyse moléculaire est vraiment entrée dans
l’étude des cancers (Weinberg, 2013) (Figure 2.1). Depuis, les cancers ont été décrits comme
des maladies dues à l’accumulation progressives d’altérations génétiques ou épigénétiques
notamment dans des oncogènes et dans des gènes suppresseurs de tumeurs. Les oncogènes
sont généralement impliqués dans la régulation de la prolifération et de la survie cellulaire,
leur activation induisant la transformation tumorale. Les gènes suppresseurs de tumeurs,
à l’inverse, inhibent en condition normale la croissance et la prolifération, leur inactiva-
tion levant donc l’inhibition et favorisant le développement tumoral. Tout un pan de la
recherche en cancérologie s’est consacré à identifier ces gènes.
Pour le cancer colorectal, en 1990, dans un célèbre article publié dans la revue Cell,
Fearon and Vogelstein (1990) ont établi, en terme moléculaire, la première séquence de
transformation d’un épithélium colique sain en adénocarcinome invasif. Ils montrèrent
que le processus requiert l’accumulation progressive et par étapes de plusieurs mutations
touchant des gènes clés. Depuis la publication de ce modèle, d’autres mutations et surtout
différentes formes d’instabilité ont été découvertes et décrites dans le cancer colorectal,
qui remirent en question l’unicité du modèle.
2.1 Les mutations clés de la tumorigenèse colique
2.1.1 Le modèle d’oncogenèse de Fearon et Vogelstein
Dans le modèle de Fearon and Vogelstein (1990) (Figure 2.2), des gènes/altérations
ont été proposés à chaque étape de la tumorigenèse, de l’épithélium normal au carcinome,
en passant par les différents stades de progression de l’adénome.
Le principal gène identifié impliqué dans l’initiation des cancers colorectaux est le gène
suppresseur de tumeur APC (Adenomatous Polyposis Coli). La perte d’APC conduit à une
activation constitutionnelle de la voie de signalisationWnt/β-caténine et à une prolifération
anarchique et continue des cellules coliques. La forme sauvage d’APC forme un complexe
protéique qui fixe la β-caténine et l’empêche donc de se transloquer vers le noyau pour
1. Gène ayant la capacité après son altération d’induire un cancer à partir de cellules normales
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Figure 2.1 – Chronologie des principales découvertes moléculaires liées à l’oncologie du
cancer colorectal
activer ses cibles, incluant certains gènes de prolifération cellulaire. Le polype qui résulte
de cette mutation est plus susceptible d’acquérir d’autres mutations ou épimutations,
notamment des pertes de méthylation de l’ADN, lesquelles sont souvent observées dès
les formes très précoces d’adénome. Cette hypométhylation pourrait être à l’origine de
l’instabilité du génome, conduisant à des pertes et gains de chromosomes, ce qui rendrait
le polype plus susceptible d’acquérir d’autres mutations le permettant d’évoluer vers une
forme néoplasique.
Ensuite, une mutation activatrice dans le gène KRAS, conduisant à une augmentation
de la prolifération cellulaire, est responsable de la progression du polype hyperplasique
en polype dysplasique. KRAS est une enzyme impliquée dans les voies de signalisation
en réponse à divers facteurs de croissance dont l’EGF, epidermal growth factor. Il est
intéressant de noter que l’article mentionne que, bien qu’ayant un rôle plus tardif dans
l’oncogenèse dans la plupart des tumeurs, KRAS est un oncogène capable de conférer
des propriétés néoplasiques et pourrait être l’événement initiateur d’un sous-ensemble de
tumeurs.
D’autres altérations survenant plus tardivement s’ensuivent. La perte du chromosome
18q permet le passage à des formes très avancées d’adénomes avec l’implication des gènes
suppresseurs de tumeurs localisés sur ce chromosome comme DCC (deleted in colorectal
cancer) et SMAD4/SMAD2, participant à la voie de signalisation TGF-β. Le gène sup-
presseur de tumeur TP53 localisé sur le chromosome 17, également fréquemment perdu,
conduit ensuite à la formation d’un adénocarcinome. Les cellules cancéreuses présentent
alors une forte instabilité caractérisée par des gains et des pertes de fragments chromo-
somiques qui se rajoutent à ces différentes mutations et confèrent aux cellules la capacité
d’envahir les tissus adjacents.
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Malgré la présentation séquentielle de l’acquisition des mutations, qui semble être la
voie préférentielle, l’article souligne que c’est plus l’accumulation que l’ordre qui semble
avoir une importance, les altérations observées pouvant l’être à différents stades de la
progression tumorale dans certaines tumeurs. Ceci a été confirmé par la suite par plusieurs
études qui ont montré que seulement 10% des CRC présentaient des mutations conjointes
des 3 gènes APC, KRAS, TP53 (Jass, 2007). Ceci indique que ce modèle est trop simplifié
et ne reflète la biologie que d’une partie des CRC, et que d’autres voies seraient impliquées
dans la carcinogenèse colique.
Figure 2.2 – Le Modèle de tumorigenèse Colorectal de (Fearon and Vogelstein, 1990).
2.1.2 Les autres mutations clés pour la tumorigenèse
Les "Drivers" et "Passengers"
Greenman et al. (2007) ont introduit en 2007 la notion d’événements "drivers" et "pas-
sengers" afin de distinguer les mutations participant de la carcinogenèse, donc sélection-
nées, des événements qui apparaissent par hasard, lors de la division incessante des cellules
ou indirectement lors d’un remaniement chromosomique ou de méthylation. Les "drivers"
correspondent à des mutations dans des gènes clés associés à l’initiation tumorale, la
progression et/ou la maintenance du cancer. Le challenge dans la recherche de mutations
d’intérêt pour la compréhension de l’oncogenèse des CRC étant de distinguer les mutations
"drivers" des mutations "passengers".
Les mutations somatiques
Wood et al. (2007) ont été les premiers à décrire le "paysage" mutationnel des cancers
colorectaux en réalisant le séquençage des séquences codantes des gènes de la base de
données RefSeq. Ces travaux ont montré que chaque tumeur présente près de 80 mutations
en moyenne dans les exons. Les mutations les plus fréquentes touchaient les gènes du
modèle de Fearon et Vogelstein (APC, TP53, KRAS) ainsi que PIK3CA et FBXW7. Les
autres mutations ne sont trouvées que dans peu de tumeurs mais un certain nombre d’entre
elles pourraient toutefois être des drivers. (Wood et al., 2007). D’autres mutations ont été
répertoriées notamment dans les oncogènes BRAF (5-10%), CMYC (5-10%) et dans des
gènes suppresseurs de tumeurs PTEN (10%) et SMAD4 (10%) (Fearon, 2011).
En 2012, le TCGA (The Cancer Genome Atlas), un programme américain financé par
le NIH visant à caractériser à l’échelle moléculaire par approches à haut-débit l’ensemble
des types de cancers et à rendre les données accessibles à tous, a ensuite, par le séquençage
des exons de 276 échantillons, trouvés des mutations à fréquence significative dans les gènes
POLE, ARID1A, SOX9, FAM123B et TCF7L2. Ils ont reporté l’ensemble des mutations
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en tenant compte d’une partie de l’hétérogénéité de la maladie, l’hypermutabilité des
tumeurs, chaque groupe ayant des mutations associées distinctes (Cancer Genome Atlas
Network, 2012).
Les mutations germinales
Comme on l’a vu dans le premier chapitre, près de 5% des patients atteints d’un
cancer colorectal ont une mutation germinale, héritée, à l’origine du cancer. Les gènes
impliqués sont connus : APC étant le gène du syndrome FAP, les gènes du système MMR
MLH1/MSH2/MSH6/PMS2 pour les formes du syndrome de Lynch, MUTYH pour les
formes MAP, STK1 pour les formes Peutz-Jeghers syndrome. La table 2.1 liste l’ensemble
des gènes connus à l’origine de syndromes héréditaires. Ces gènes constituent donc des
gènes clés pour la carcinogenèse qui peuvent être intéressants à regarder pour l’étude des
formes sporadiques.
Genes Syndromes Associés
APC Polypose Adénomateuse Familiale (FAP)
Syndrome de Gardner
Syndome de Turcot’s
FAP atténuée
MLH1 Syndrome de Lynch
Syndome de Turcot
PMS2 Syndrome de Lynch
Syndome de Turcot
MSH2 Syndrome de Lynch
MSH6 Syndrome de Lynch
STK11 Syndrome de Peutz-Jeghers
PTEN Syndome de polypose juvénile
Maladie de Cowden
MYH Polypose associée à MYH
SMAD4 Syndome de polypose juvénile
Table 2.1 – Liste des gènes impliqués dans des formes héréditaires de CRC d’après Fearon
(2011); Burt (2007).
Pronostic des mutations somatiques
Le pronostic associé aux mutations diverge beaucoup entre les études. L’une des raisons
de ces divergences vient probablement de l’hétérogénéité des CRC incluant notamment les
différents types d’instabilité génomique développés ci-après. Parmi ces mutations, BRAF
a été associé à un mauvais pronostic, et KRAS est prédictif de réponse au traitement anti-
EGFR (Roth et al., 2010). Selon certaines études, la mutation de PIK3CA est associée
à un mauvais pronostic (Liao et al., 2012b). D’autres études l’associe à un bon pronostic
sous traitement à l’aspirine (Liao et al., 2012a).
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2.2 Les trois formes d’instabilité du génome tumoral obser-
vées
Un des paradoxes qu’intéresse l’oncologie moléculaire est de comprendre comment il
est possible de développer un cancer alors que l’ADN se révèle être l’élément le plus stable
des cellules, protégé par de nombreux mécanismes de défense contre l’instabilité. En effet,
en considérant la rareté des mutations dans les cellules normales et la fréquence élevée de
mutations dans les cancers humains, le taux de mutations spontanées n’est pas suffisant
pour expliquer ce nombre observé dans les tumeurs. Loeb (2001) proposa que les cellules
cancéreuses arborent un phénotype mutateur, ou "mutator phenotype", qui est le résultat
de mutations dans des gènes impliqués dans la stabilité du génome.
Dans les cancers colorectaux, trois formes différentes d’instabilité du génome sont prin-
cipalement observées :
— l’instabilité chromosomique (CIN, Chromosomal INstability),
— l’instabilité microsatellitaire (MSI, Microsatellite Instability) et
— le phénotype hyperméthylateur (CIMP, CpG Island Methylator Phenotype).
Il est à noter que l’instabilité systématique dans les microsatellites est associée à un
phénotype hypermutateur en dehors des microsatellites. Une 4ème forme correspondant à
un phénotype hypermutateur sans contexte MSI a été récemment décrite (Cancer Genome
Atlas Network, 2012).
Ces 3 formes sont retrouvées dans les cancers colorectaux dans des proportions dis-
tinctes (Figure 2.3). L’instabilité CIN est la forme majoritaire 75-85%, l’instabilité MSI
compte pour 15-20%, ces 2 formes étant quasiment exclusives. La forme CIMP, retrouvée
dans 20-30% des cas, se retrouve majoritairement associée à MSI (7˜5% des tumeurs MSI
sont CIMP). Un certain nombre de tumeurs ne présenteraient aucune des 3 instabilités et
pourraient donc présenter d’autres formes d’instabilité non encore identifiées (Geigl et al.,
2008).
2.2.1 L’instabilité chromosomique, phénotype et mécanismes
Une grande majorité des tumeurs colorectales, comme d’autres cancers, ont un contenu
chromosomique anormal, elles sont aneuploïdes. La spécificité du cancer colorectal est
l’observation de pertes de matériel chromosomique plus que de gains. Des pertes induisent
une perte d’hétérozygotie (on parle alors de LOH pour Loss Of Heterozygosity) suggérant
un rôle plus important des gènes suppresseurs que des oncogènes dans la pathologie ou
l’implication d’oncogènes soumis à empreinte parentale. La 1ère découverte des pertes
chromosomiques dans le cancer colorectal remonte au début des années 1980 (Reichmann
et al., 1981; Muleris et al., 1985) (Figure 2.1).
Le Phénotype CIN
L’instabilité chromosomique est une expression mal définie. Elle est très souvent utilisée
pour désigner un phénotype défini par la présence dans les cellules tumorales de multiples
réarrangements des chromosomes et/ou du nombre de chromosomes. En pratique, ceci
correspond à observer de l’aneuploïdie ou de la polyploïdie (Walther et al., 2008).
Selon Geigl et al. (2008) et Rajagopalan et al. (2003) la définition exacte du CIN est
le taux avec lequel les chromosomes, ou de larges portions de chromosome, sont gagnés
ou perdus. L’état aneuploïde observé dans une image statique du contenu chromosomique
d’une tumeur peut ne pas être dû à de l’instabilité mais à des proportions de clones
aneuploïdes différents. La notion d’instabilité intracellulaire est donc importante dans la
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Figure 2.3 – Schéma des différentes instabilités et leur répartition dans la population des
CRC.
définition. Le problème est que c’est difficilement mesurable. C’est pourquoi la proportion
d’altérations du génome est généralement utilisée pour définir une tumeur comme CIN
positive ou négative.
Dans le cas du CRC, cette instabilité se traduit par des pertes d’hétérozygotie par la
perte de chromosome entier ou de bras entier très fréquemment observée dans les chromo-
some 1,5,8,17 et 18 comme mentionné dans le modèle de (Fearon and Vogelstein, 1990).
L’instabilité CIN est retrouvée dans les adénomes suggérant son importance pour l’ini-
tiation et/ou la maintenance du cancer (Geigl et al., 2008; Pino and Chung, 2010).
Les approches pour évaluer le CIN sont diverses incluant la cytométrie, le caryo-
type, l’analyse de perte d’hétérozygotie, l’hybridation fluorescente in situ et, plus récem-
ment, l’hybridation génomique comparative, CGH (pour Comparative Genomic Hybridi-
zation) (Pino and Chung, 2010), les SNP arrays et le séquençage de l’ADN.
Mécanismes induisant du CIN
Trois mécanismes sont connus pour induire ce type d’instabilité (Pino and Chung,
2010) :
— un défaut de la ségrégation chromosomique lors de la division cellulaire avec une
distribution des chromosomes déséquilibrée dans les cellules filles
— un défaut de stabilité des télomères
— une déficience du système de réponse aux dommages de l’ADN
Mais les causes de ces défauts eux-mêmes ne sont pas encore élucidées.
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La mutation d’APC a été proposée comme un potentiel initiateur du CIN de par
son rôle dans la régulation du cytosquelette pouvant mener à un défaut de ségrégation.
Les gènes AURKA, BUB1, BUBR1, CENPA, PLK1 et PTTG ont été impliqués comme
régulant la ségrégation chromosomique. Les gènes TP53, MRE11, BRCA, ATM/ATR
participent à la réponse aux altérations de l’ADN et TERC à la régulation des télomères.
Les tumeurs considérées CIN positives sont plus fréquemment mutées dans des gènes
suppresseurs de tumeur comme APC, TP53, SMAD4, SMAD2 et DCC ou dans des on-
cogènes comme KRAS, CTNNB1 et PIK3CA (Pino and Chung, 2010).
Bénéfices possibles de CIN
CIN peut conférer des avantages sélectifs aux les cellules tumorales. Notamment, il
peut augmenter la probabilité d’inactiver des gènes suppresseurs de tumeurs, et ainsi don-
ner des avantages pour la croissance, la prolifération ou l’évitement de la mort cellulaire en
changeant massivement l’expression des gènes (toutefois des mécanismes de compensation
comme le dosage génique et la réduplication du chromosome perdu peuvent contrer cet
effet) et enfin conférer aux cellules un mécanisme adaptatif aux changements d’environ-
nements efficace, telle que l’adaptation aux traitements (Rajagopalan et al., 2003).
Impact clinique du CIN
L’étude des altérations chromosomiques n’a pas fait ressortir d’impact pronostique
robuste spécifique. Par contre, le phénotype CIN pris dans sa globalité est associé à un
pronostic défavorable (Pino and Chung, 2010). Cet impact pronostique a été présumé être
dû à la contre-sélection du phénotype MSI, connu pour avoir un pronostic plus favorable.
Cependant une méta-analyse de 63 études ayant évalué le CIN a confirmé qu’il est associé
à un plus mauvais pronostic en tenant compte du statut MSI et qu’il devrait être évalué
comme un marqueur pronostique indépendant du statut MSI (Walther et al., 2008).
2.2.2 L’instabilité des microsatellites
Près de 15% des tumeurs CRC ne présentent pas d’instabilité chromosomique, elles
ont un contenu chromosomique diploïde ou presque.
Découverte du phénotype
En 1993, suite à la publication de Fearon and Vogelstein (1990), en recherchant de
nouveaux gènes suppresseurs de tumeurs, trois équipes, par des approches très différentes,
ont montré qu’une partie des CRC présentaient un raccourcissement au niveau de mi-
crosatellites, séquences d’ADN constituées d’une répétition de motifs composés de 1 à 6
nucléotides et dispersées dans tout le génome. Ionov et al. (1993) cherchaient des régions
de délétion par PCR avec des amorces aléatoires en comparant la tumeur à son tissu ad-
jacent. Au lieu d’observer sur gel l’absence de bandes, ils observèrent des bandes migrant
plus loin. L’analyse approfondie de ces bandes a montré que les séquences contenaient des
séquences répétées simples. Thibodeau et al. (1993), en recherchant des gènes suppres-
seurs de tumeurs par analyses des microsatellites dinucléotides, utiles pour la détection
de LOH, sur les régions 5q, 15q, 17p et 18q, observèrent aussi des délétions au niveau
des microsatellites. Ils utilisèrent le terme de MIN pour Microsatellite INstability, que
l’on rencontre dans certains articles. Ils montrèrent également que ces tumeurs étaient
majoritairement dans le côlon proximal et que les patients avaient un meilleur pronostic.
La découverte des deux équipes représentait une voie inédite pour le développement de
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tumeurs qui n’impliquait pas la perte d’hétérozygotie. Et enfin, Aaltonen et al. (1993)
et Peltomäki et al. (1993) ont découvert une association des tumeurs héréditaires liées au
syndrome de Lynch avec un marqueur du chromosome 2p. Ils utilisèrent ce marqueur pour
vérifier que le deuxième "hit" 2 seraient une LOH à ce locus mais trouvèrent finalement
eux aussi de l’instabilité microsatellitaire à ce locus, ce phénomène étant observé dans la
grande majorité des tumeurs héréditaires. Au final, il a été établi que 15% des tumeurs
colorectales présentaient ce mécanisme inédit de pathogénicité et qu’il correspondrait à la
majorité des formes héréditaires répertoriées. (Boland and Goel, 2010).
Origine
Très rapidement après ces découvertes, ce phénotype a été associé à une perte fonc-
tionnelle du système de réparation des mésappariements de l’ADN (MMR, pour Mismatch
Repair) (Fishel et al., 1993; Leach et al., 1993). Le système MMR a pour fonction de
scanner l’ADN néosynthétisé et de réparer les erreurs d’appariement survenues lors de
la réplication, incluant les mésappariements de bases (incorporation du mauvais nucléo-
tide) et les courtes insertions/délétions (1-16 nucléotides). Son action est d’autant plus
importante dans les régions répétées où la probabilité d’erreur en raison de "glissements"
(stuttering ou strand slippage) des ADN polymérases est augmentée par la nature même de
la séquence. Les protéines impliquées dans le système MMR sont : MSH2, MSH3, MSH6,
MLH1, MLH3, PMS1 et PMS2. MSH2 et MSH6 forment le complexe MutSα capable de re-
connaître les simples mésappariements et les petites boucles liées à l’insertion ou la délétion
de quelques nucléotides (généralement 1 ou 2 nucléotides) (Figure 2.4). MSH2 et MSH3
forment le complexe MutSβ capable de reconnaître les grandes boucles d’insertions ou de
délétions (de 2 à 16 nucléotides). Après l’étape de reconnaissance, MutSα ou MutSβ re-
crutent le complexe MutLα , l’hétérodimère formé par MLH1 et PMS2. MutLα forme alors
un anneau coulissant qui scanne l’ADN à la recherche d’entailles ou de sites hypométhy-
lés caractérisant le brin néosynthétisé. La partie du brin néo-synthétisé est alors excisée,
l’ADN polymérase de nouveau recrutée, et un nouveau brin est alors synthétisé. (Boland
and Goel, 2010; Hamelin et al., 2008; Weinberg, 2013).
L’acquisition de la déficience du système MMR dans ces cancers reposent sur 2 voies
principales : l’inactivation par mutation et l’inactivation par méthylation des gènes du
MMR. Les formes héréditaires passent par une mutation dans un allèle des gènes des
protéines du MMR et un second "hit" au cours de la vie dans le même gène va alors inac-
tiver le système MMR. Le syndrome de Lynch est associé à des mutations germinales des
gènes MLH1 ou MSH2, moins fréquemment dans MSH6 et très rarement dans PMS2. Les
formes sporadiques passent par l’inactivation du gène MLH1 par méthylation biallélique
majoritairement. Cette inactivation par méthylation surviendrait comme une conséquence
du phénotype CIMP (voir section2.2.3).
Une partie des tumeurs MSI ne présentent toutefois pas d’anomalie génétique ou épi-
génétique dans les gènes MMR ce qui pourrait impliquer d’autres types d’événements épi-
génétiques comme les microARN ou la méthylation d’histones. Récemment, la mutation
du gène SETD2 codant pour une triméthyltransferase des histones, a été décrit comme
engendrant un phénotype MSI (Yamamoto and Imai, 2015).
2. Selon le modèle de Knudson, un deuxième événement est nécessaire pour déclencher le processus de
transformation cellulaire appelé deuxième "hit".
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Figure 2.4 – Système de réparation des mésappariements de l’ADN et l’impact de sa
défaillance dans les tumeurs de type MSI.
Le phénotype MSI : l’instabilité microsatellitaire et nucléotidique
Le phénotype MSI correspond donc à une variabilité, le plus souvent à un raccourcisse-
ment, de la taille d’un certain nombre de microsatellites. Les microsatellites sont abondants
le long du génome, près de 3% du génome, et sont retrouvés aussi dans les régions géniques
majoritairement non codantes mais aussi codantes (près de 4000 gènes contiennent un mi-
crosatellite mononucléotidique, de taille supérieur à 7, dans leur séquence codante). Ils
sont très polymorphiques entre individus mais, au sein d’un même individu, ils sont in-
variants (Duval and Hamelin, 2002). Une description des méthodes de mesure du statut
MSI des tumeurs est fournie en annexe A.
En plus de cette instabilité facilement identifiable, un nombre important de mutations
en dehors des régions répétées du génome sont également retrouvées. Ces mutations sont
en majorité peu récurrentes au sein des cohortes tumorales. Quelques mutations sont tou-
tefois assez fréquentes comme APC (dans une moindre mesure que pour les tumeurs non
MSI), BRAF, KRAS, CTNNB1 et PIK3CA(Cancer Genome Atlas Network, 2012). Ces
mutations pourraient avoir un rôle important dans l’initiation de la tumorigenèse. La mu-
tation activatrice de BRAF (un gène qui code pour une serine/thréonine kinase dans la
voie de signalisation MAP/ERK) se retrouve très majoritairement dans les cancers MSI
et est mutuellement exclusive des mutations KRAS (qu’on retrouve majoritairement dans
les cancers MSS (non MSI, MicroSatellite Stable) et très peu dans les tumeurs MSI). La
mutation de BRAF se retrouve uniquement chez les patients atteints de cancers MSI non
héréditaires. Pour le gène APC, beaucoup moins fréquemment muté dans les cancers MSI,
la grande majorité des cancers MSI possèdent des taux d’expression normaux de la protéine
APC. Dans ce cas, une mutation de la CTNNB1, la β-caténine la rend incapable d’être re-
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connue par APC et a donc les mêmes conséquences qu’une perte de fonction d’APC (Vilar
and Gruber, 2010; Boland and Goel, 2010; Hamelin et al., 2008). En outre, l’équipe d’Alex
Duval a rapporté des mutations fréquentes du facteur de croissance TCF7L2, l’effecteur
principal de la voie Wnt (Cuilliere-Dartigues et al., 2006). Très récemment a été identi-
fié une 4ème forme d’instabilité. Elle correspond à une hypermutabilité mais uniquement
en-dehors des microsatellites. Elle est associée à des mutations dans les gènes POLE et
POLD1, gènes impliqués dans la réparation des erreurs lors de la réplication "proofreading
reparation" (Cancer Genome Atlas Network, 2012; Kim et al., 2013; Palles et al., 2013).
Impact du MSI, dérégulation des gènes cibles
Le processus d’instabilité microsatellitaire n’est qu’indirectement oncogénique car c’est
l’accumulation de nombreuses mutations au niveau de gènes cibles d’instabilité qui semble
être responsable du processus tumoral. En effet comme mentionné plus haut, des mi-
crosatellites sont localisés dans les exons de certains gènes. Des insertions ou délétions de
nucléotides aux niveaux de ces séquences entraînent un décalage dans le cadre de lecture et
donc l’apparition d’une protéine tronquée, le plus souvent non fonctionnelle (Figure 2.4). Si
ces protéines participent à des fonctions telles que le contrôle de la prolifération cellulaire,
de la réponse aux facteurs de croissance ou de l’apoptose, leur inactivation risque alors de
jouer un rôle dans le développement ou la progression tumorale MSI. Le premier gène iden-
tifié comme cible de l’instabilité microsatellitaire est le récepteur du TGFβ (TGFBR2 ).
Markowitz et al. (1995) ont montré que le gène TGFBR2 ne s’exprimait pas dans les lignées
cellulaires et les xénogreffes MSI et que cela était dû à la présence dans sa partie codante
d’une séquence microsatellite très fréquemment mutée dans un contexte MSI. TGFβ et
son récepteur TGFBR2 agissent dans ce cas comme des suppresseurs de tumeurs, et leur
perte de fonction dans un contexte MSI favorise la prolifération des cellules épithéliales.
D’autres gènes ont également été montrés comme étant fréquemment la cible de MSI,
notamment ACVR2, AXIN2, BAX, IGF2R, TCF7L2 (souvent nommé TCF4 ), MSH6,
MLH3, ainsi que d’autres gènes impliqués dans différentes voies de signalisation comme
la transduction du signal, l’apoptose et l’inflammation, la régulation de la transcription,
la signalisation des dommages de l’ADN et leur réparation (Duval and Hamelin, 2002;
Hamelin et al., 2008). Par ailleurs, des séquences répétées dans les introns proches des
séquences d’épissage peuvent également être sources de mutations ayant un impact sur
l’expression de la protéine, comme cela a été décrit par le laboratoire d’Alex Duval pour le
gène codant la protéine chaperonne HSPH1 (souvent mentionnée HSP110) (Dorard et al.,
2011), ou encore les gènes MRE11 et ATM. Toutefois, les cancers MSI générant pléthore
de mutations, le défi n’est plus de découvrir de nouveaux gènes cibles mutés dans ces
cancers, mais de déterminer ceux qui jouent un rôle significatif au cours de l’initiation et
de la progression tumorale.
Impact clinique du MSI
Le phénotype MSI a commencé à être pris en compte en pratique clinique en raison
d’associations au pronostic et à la réponse au traitement et en raison de son intérêt pour
identifier les syndromes de Lynch. En effet, l’association à la survie observée par Thibodeau
et al. (1993) a été confirmée quelques années plus tard sur une large cohorte de 607 patients
atteints de CCR MSI et non MSI (Gryfe et al., 2000). Les patients ayant des tumeurs MSI
présentaient un meilleur pronostic et étaient moins sujets à former des métastases dans les
ganglions lymphatiques ou à distance. Une méta-analyse réalisée par Popat et al. (2005),
regroupant les données de 32 études différentes, soit au total 7642 patients, dont 1277
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CCR MSI, a confirmé de manière significative l’avantage pronostique de MSI. Quant à
l’association à la réponse au traitement, le phénotype MSI a été associé, mais de manière
plus controversée, à la réponse au traitement au 5 FU : les MSI de stade II ou III ne
répondraient pas au 5-FU, le 5-FU pourrait même être délétère (Ribic et al., 2003; Sargent
et al., 2010). Le bénéfice du 5-FU serait en fait dépendant de la forme héréditaire ou
sporadique des tumeurs, les syndromes de Lynch présenteraient une meilleure survie avec le
5-FU que sans le 5-FU (Sinicrope and Sargent, 2012). Inversement, les tumeurs de patients
atteints de cancer colorectal métastatique sont plus susceptibles de répondre favorablement
à un traitement à l’irinotécan (cf. 1.3.3) si leur tumeur est de phénotype MSI (Fallik
et al., 2003; Hamelin et al., 2008). Il existe encore très peu de données pour comprendre
les raisons qui sont à l’origine du meilleur pronostic des cancers MSI et de leur réponse
différente à la chimiothérapie. Dans ce champ de recherche, les travaux de l’équipe d’Alex
Duval, auxquels j’ai participé, ont rapporté des premières pistes intéressantes, relativement
à la découverte de mutations dues à MSI qui affectent la chaperonne HSP110 dans ces
tumeurs de manière dominante négative conférant un bon pronostic aux patients traités
par chimiothérapie ou de stade 3 lorsque que la délétion est assez large(Dorard et al.,
2011).
Sur le plan anatomopathologique, des caractéristiques morphologiques existent per-
mettant de différentier les tumeurs MSI. Les principales caractéristiques, communes aux
formes héréditaires et sporadiques, sont l’infiltration lymphocytaire (en pratique clinique
le marqueur le plus sensible du phénotype MSI), la sécrétion de mucus et la faible diffé-
rentiation. Au sein des MSI, des différences entre les formes héréditaires et sporadiques
sont également retrouvées, en adéquation avec des évidences convergentes vers deux voies
de carcinogenèses distinctes pour ces deux formes. L’infiltration lymphocytaire, la dédiffé-
rentiation, et la coexistence d’adénomes sont plus marquées dans les syndromes de Lynch,
tandis que la sécrétion de mucus, la faible différentiation, l’hétérogénéité tumorale, la mor-
phologie festonnée et la coexistence de polypes festonnés sont plus évidents dans les formes
sporadiques (Jass, 2004).
2.2.3 L’hyperméthylation de l’ADN
Alors que la majorité de l’attention s’était portée sur les événements génétiques, ces 2
dernières décennies se sont focalisées sur les événements n’impliquant pas de changements
de la séquence d’ADN, le domaine de l’épigénétique. L’épigénétique recouvre la méthy-
lation de cytosines de l’ADN qui va nous intéresser ci-après, mais aussi des changements
structuraux des histones ou de la chromatine et des altérations dans l’expression des ARN
non codants, comme les microARN ou les ARN longs non codants.
Découverte
En 1999, en recherchant des gènes suppresseurs de tumeurs inactivés par méthylation,
Toyota et al. (1999) a mis en évidence une nouvelle forme d’instabilité passant par la
méthylation de plusieurs gènes spécifiquement dans les tumeurs, qu’ils nommèrent "CpG
island methylator phenotype" (CIMP) dans un sous-groupe de CRC. En effet, ils ont
montré qu’une majorité des événements de méthylation seraient dus à l’âge, et pourraient
être associés à l’initiation de la carcinogenèse, et une plus faible partie seraient spécifiques
aux tumeurs et retrouvés seulement dans un sous-groupe de tumeurs. Ils ont proposé une
nouvelle voie de tumorigenèse passant par l’inactivation simultanée par méthylation de
plusieurs gènes suppresseurs de tumeurs et apparaissant être responsable de la majorité
des tumeurs sporadiques MSI par la survenue de la méthylation de MLH1. Mais cette voie
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ne se réduit pas aux MSI car près de la moitié des tumeurs CIMP ne sont pas MSI et ne
présentent pas de méthylation de MLH1. Le CIMP étant retrouvé dans les adénomes, il a
été suggéré que ce serait un événement précoce dans la carcinogenèse.
Le Phénotype CIMP
En raison de controverses et de résistances, il fallut attendre en 2005 la publication
de Samowitz et al. (2005) sur la validation du phénotype CIMP sur une large cohorte et
l’article conjoint "CIMP at last" (Issa et al., 2005) pour que l’existence du phénotype CIMP
soit définitivement reconnu. Aujourd’hui, le phénotype CIMP est défini comme une vaste
hyperméthylation des sites CpG au niveau des promoteurs résultant dans l’inactivation
d’un certain nombre de gènes (Curtin et al., 2011). Mais comme le phénotype CIN, sa
définition reste assez floue (Hughes et al., 2013). Pour sa caractérisation, il n’y a donc
pas encore de consensus. Plusieurs panels de marqueurs ont été proposés (cf. Annexe A
(page 118)), le plus utilisé en pratique étant le panel proposé par Weisenberger et al.
(2006). Ces panels donnent des résultats légèrement différents. Toutefois, l’association à la
mutation de BRAF est observée quelque soit le panel. Les différences vont reposer sur la
définition d’un sous-groupe CIMP-low, ayant des événements de méthylation, mais dans
une plus faible mesure que les CIMP, qui serait lui associé à la mutation de KRAS (Curtin
et al., 2011).
Le phénotype CIMP n’est pas spécifique des CRC, il a été décrit dans divers types
de cancers, les mieux étudiés étant les glioblastomes et les leucémies. Il semble toute-
fois présenter des spécificités en fonction du type de cancer notamment dans les gènes
ciblés. (Hughes et al., 2013).
Mécanismes induisant le phénotype CIMP
L’une des raisons à la difficulté de définir le CIMP est la difficulté à déterminer les
mécanismes responsables de sa survenue. Toyota et al. (1999) proposait 2 mécanismes
possibles : soit une défaillance au niveau de la méthylation de novo avec une mutation
dans une DNA-méthyltransférase, soit une perte de protection contre la méthylation de
novo par la perte de facteurs trans-activateurs.
Pour les gliomes et les leucémies, il a été démontré que IDH1 et les gènes affectant la
même voie métabolique, comme IDH2 et TET2 étaient impliqués de manière causale.
Pour les cancers colorectaux, l’événement causal n’a pas encore été identifié mais ne
semble pas a priori faire intervenir cette même voie. BRAF semble jouer un rôle pri-
mordial mais il n’a pas pu être mis en évidence son implication causale (Curtin et al.,
2011). Très récemment, 2 articles ont permis de mieux comprendre la séquence pouvant
aboutir à ce phénotype avec d’un côté, pour les tumeurs mutées BRAF, l’intervention du
facteur de transcription MAFG et de la DNA-méthyltransférase DNTM3B nécessaires à
l’extinction de MLH1 (Fang et al., 2014), et d’autre part, pour les tumeurs mutées KRAS,
l’intervention de ZNF304 et de la DNA-méthyltransférase DNMT1 dans l’extinction de
INK4-ARF (Serra et al., 2014).
Impact clinique du CIMP
Les tumeurs ayant un phénotype CIMP présentent des caractéristiques cliniques par-
ticulières, comme une localisation plus proximale des tumeurs. Ce phénotype est associé à
la mutation BRAF. Il est également observé dans les polypes festonnés de type "sessile ser-
rated polyps". Ces associations sont indépendantes du statut MSI bien que la plupart des
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MSI sporadiques soient CIMP (le phénotype CIMP est très peu retrouvé dans les formes
héréditaires) (Curtin et al., 2011). Le phénotype CIMP a été associé à un bon ou mauvais
pronostic en fonction du type de cancer et du type de tumeurs. Il a été plutôt associé à
un pronostic favorable dans les CRC et les gliomes. Toutefois, des études cas-témoins ont
reporté un mauvais pronostic de CIMP associé à un phénotype MSS, mais cela pourrait
être un effet confondant de la mutation de BRAF. (Hughes et al., 2013)
2.2.4 Évolution du modèle de tumorigenèse à la lumière des instabilités
La découverte de ces différentes formes d’instabilité du génome amène à réévaluer le
modèle de Fearon et Vogelstein, lequel apparaît plus spécifique de l’initiation et de la
progression des tumeurs présentant de l’instabilité chromosomique. Plusieurs études ont
permis de mettre à jour le modèle de Fearon avec les connaissances des instabilités (Pino
and Chung, 2010; Vilar and Gruber, 2010; Walther et al., 2009). Il n’existe encore au-
cun modèle de tumorigenèse représentant le CIMP non MSI. La Figure 2.5 présente une
synthèse des modèles de tumorigenèse colique en fonction des instabilités. Ces formes d’in-
stabilité sont bien retrouvées assez tôt dans la carcinogenèse, ce qui serait en faveur de
leur participation au mécanisme de l’oncogenèse.
Figure 2.5 – Modèles de tumorigenèse colique en fonction des instabilités. Gènes et voies
de signalisation impliqués dans la progression tumorale définis à partir de Walther et al.
(2009); Markowitz and Bertagnolli (2009); Vilar and Gruber (2010); Yamamoto and Imai
(2015).
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2.3 Les Classifications moléculaires proposées
A la lumière de toutes ces découvertes, il était important d’intégrer cette information
afin d’en évaluer l’intérêt clinique et de mieux caractériser la diversité des CRC. En ef-
fet, les classes moléculaires sont importantes car elles sont censées refléter des scénarios
oncogéniques distincts.
Jass (2007) proposa une classification très fine et très détaillée mêlant les aspects cli-
niques, morphologiques et moléculaires, en se basant sur le phénotype MSI et le phénotype
CIMP, CIN étant utilisé comme une annotation, à partir des données de la littérature et
de ses connaissances d’anatomo-pathologiste. Il définit 5 sous-types (Figure 2.6), 2 MSI
, (CIMP-/MSI) et (CIMP+/MSI/BRAF muté) pour les héréditaires Lynch, et 3 MSS
(CIMP+/MSI-low ou MSS/BRAF muté), (CIMP-low/MSS ou MSI-low/KRAS muté) et
(CIMP-/MSS). Notamment, il évalua le lien entre ces sous-types et la lésion précancéreuse.
Les MSI non héréditaires et les (CIMP+/MSI-low ou MSS/BRAF muté) proviendraient
de polypes festonnés alors que les (CIMP-/MSS) et les MSI héréditaires proviendraient
de polypes conventionnels adénomateux. Les (CIMP-low/MSS ou MSI-low/KRAS muté)
peuvent provenir des 2 types de lésions.
Shen et al. (2007) identifièrent 3 sous-types distincts à partir d’une classification hié-
rarchique intégrée de facteurs génétiques (MSI et les mutations de KRAS, BRAF, TP53 )
et épigénétiques (méthylation de 27 régions promotrices) : CIMP1, CIMP2, and CIMP-
negative. CIMP1 était caractérisé par l’instabilité MSI, des mutations de BRAF et de
rares mutations de KRAS. CIMP2 était associé à des mutations de KRAS et rarement à
MSI et aux mutations de BRAF et TP53. Et CIMP-negative avait une forte fréquence de
mutations de TP53 et peu de MSI, de mutations de BRAF ou de mutations de KRAS.
L’année suivante Ogino and Goel (2008) proposèrent une classification moléculaire
basée sur les corrélations aux phénotypes d’instabilité. Ils proposèrent 6 sous-types à par-
tir de CIMP et MSI (le CIN n’ayant pas été utilisé en raison du manque de mesure
standard). Neuf sous-types étant possibles, ils regroupèrent ceux ayant des caractéris-
tiques communes : (MSI/CIMP+), (MSI/CIMP-low ou CIMP-), (MSI-low/CIMP-low),
(MSS/CIMP-low), (MSS ou MSI-low/CIMP+) et (MSS ou MSI-low/CIMP-).
Les CRC sur le plan moléculaire sont hétérogènes en terme de mutations et en terme
de mécanismes d’instabilité génomique observés. Les classifications proposées à partir
de ces marqueurs moléculaires sont intéressantes mais ne reposent que sur l’analyse de
quelques marqueurs. Celle de Jass (2007), se basant en plus sur les caractéristiques ana-
tomopathologiques, est toutefois très intéressante car proche de la biologie des tumeurs
sous-jacentes et révèle qu’il y a une vraie hétérogénéité de la maladie contrairement à ce
qu’a pu laisser croire le modèle de Fearon et Vogelstein. Avec le séquençage du génome
humain, ces 15 dernières années ont vu émerger les technologies à haut-débit permettant
d’interroger la totalité des gènes en terme d’expression et d’altérations. Cette révolution
a ouvert de nouvelles perspectives quant à la caractérisation et à la classification des
tumeurs.
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Figure 2.6 – Les classifications moléculaires proposées intégrant les instabilités géno-
miques

Chapitre 3
Le cancer colorectal à l’ère de la
génomique : l’apport des
technologies à haut débit
La recherche en biologie est dans une période de révolution. Ces 15 dernières années,
le séquençage du génome humain, conjointement au développement des nouvelles tech-
nologies de puces à ADN, ou microarrays, ont permis l’étude de la cellule à l’échelle du
génome entier. Initialement développées pour l’étude de l’expression de l’ensemble des
ARNm (transcriptome), ces technologies se sont vite déclinées pour étudier l’ensemble
des omiques possibles (génome, méthylome, mirnome, ...). Par ailleurs, depuis quelques
années, on assiste de nouveau à une avancée majeure dans ces technologies avec l’émer-
gence du séquençage à haut débit de nouvelle génération. De très nombreuses publications
utilisant ces technologies sont déjà parues, en particulier en cancérologie. Ceci a permis
de générer énormément d’informations, mais aussi beaucoup d’inconsistances. Dans le
cas du cancer colorectal, beaucoup d’efforts ont été fournis pour trouver des marqueurs
pronostiques et prédictifs de la réponse aux traitements et pour caractériser la séquence
adénome-carcinome-métastase ainsi que les différences inter-carcinomes.
3.1 Étude des tumeurs par les technologies à haut débit
3.1.1 Émergence et évolution de la génomique
Selon le Oxford English Dictionary, le terme de "génome" a été pour la première fois
employé en 1920 par un botaniste, Hans Winkler, afin de définir l’ensemble des chromo-
somes pour distinguer l’origine parentale des chromosomes de formes hybrides (Lederberg,
2001). Le terme de génomique a été lui utilisé pour la 1ère fois en 1944 par Victor McKu-
sick et Frank Ruddle comme nom de leur journal. Le terme génomique est aujourd’hui
souvent employé dans un sens large pour désigner l’étude moléculaire à l’échelle du gé-
nome entier par les technologies à haut-débit. Le suffixe -ome est utilisé pour tout ce qui
a trait à la génomique pour sa signification l’"ensemble de".
La publication de la séquence du génome humain en avril 2003 a constitué un tournant
important dans le développement de la génomique. C’est grâce à la technique de séquençage
développée par Sanger en 1977, et aux améliorations apportées par la suite, que le Human
Genome Project a pu commencer à être envisagé puis lancé en 1990 (Collins et al., 2003)
(Figures 3.1 et 2.1).
Quelques années auparavant étaient développées les 1ères puces à ADN. Cette avancée
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Figure 3.1 – Les principales avancées de la génétique et de la génomique selon Collins
et al. (2003) (zoomer dans le fichier pdf pour visualiser).
a pu voir le jour grâce au développement de la technique de Southern blot et au dévelop-
pement de banques de séquences sur des plaques de titration (Lander, 1999). La 1ère puce
à ADN fut proposée par Pat Brown et son équipe. Elle était composée de 45 sondes d’Ara-
bidopsis thaliana, déposées par un robot à l’aide d’aiguilles sur une lame de verre (Schena
et al., 1995). Ils annonçaient, qu’avec la densité de dépôt des robots, près de 20,000 sondes
pouvaient être déposées, ou spottées (en raison de la forme ronde du dépôt), sur une lame
de verre (cf. Figure 3.2 pour le principe de fixation des sondes). En parallèle, Stephen
Fodor et ses collègues adaptèrent la technique de photolithographie pour synthétiser in
situ, à très haute densité, des sondes oligonucléotidiques, ce qui donnera naissance à la
première puce Affymetrix (Lipshutz et al., 1999). D’autres compagnies, comme Agilent,
ont également développé une approche par synthèse in situ en déposant par goutte un à un
les nucléotides (Figure 3.2). Avec le séquençage du génome humain, les sondes pouvaient
alors cibler l’ensemble des gènes.
En 2005, une autre révolution s’amorça, le développement d’une nouvelle génération
de séquençage, ou next-generation sequencing (NGS), donnant la possibilité de séquencer
des génomes individuels en peu de temps et à un moindre coût (Meyerson et al., 2010). On
peut maintenant l’utiliser pour séquencer tous les omiques ADN et ARN, et ainsi avoir
l’information de séquences ou d’expression la plus exhaustive possible avec l’accès aux
mutations et variants.
Jusqu’à très récemment, les microarrays étaient considérées comme le gold standard,
en particulier pour l’étude du transcriptome. Toutefois on commence à assister à un re-
virement, notamment en raison de l’amélioration des approches d’analyse de données de
séquençage, la balance semble pencher aujourd’hui vers le séquençage (Wang et al., 2009;
Robinson et al., 2015).
3.1.2 Principe des omiques
Les technologies omiques permettent d’étudier l’ensemble du génome à différents ni-
veaux biologiques :
— au niveau des altérations chromosomiques (variations du nombre de copies de ré-
3.1. Étude des tumeurs par les technologies à haut débit 49
gions ou de chromosomes entiers).
— au niveau de la séquence ADN : le séquençage du génome entier ("whole genome")
apporte à la fois une information de séquence et de structure. L’exome étudie
principalement la séquence des parties codantes (exons et bornes introniques).
— au niveau des transcrits des gènes : le transcriptome permet d’obtenir en une seule
fois les niveaux d’expression de l’ensemble des gènes exprimés dans un tissu.
— au niveau des protéines : le protéome est l’ensemble des protéines exprimées dans
un tissu
L’étude du métabolome, c’est-à-dire l’ensemble des métabolites 1 contenus dans la cel-
lules, commence également à émerger.
Par extension, l’épigénomique correspond à l’analyse de marques épigénétiques sur l’en-
semble du génome. L’épigénétique regroupe toutes les modifications pouvant être trans-
mises, indépendamment de modifications de la séquence primaire de l’ADN : la méthylation
de l’ADN, les modifications des histones et l’expression des miRNA/lncRNA :
— le méthylome étudie le niveau de méthylation de l’ADN au niveau de sites CpG
répartis le long du génome.
— les modifications des histones peuvent être étudiées par immunoprécipitation de la
chromatine couplée avec une puce ADN (ChIP-on-chip).
— le mirnome étudie le niveau d’expression des microARN, qui sont des petits ARN
non codants capables de réguler l’expression d’un grand nombre de gènes en se
fixant sur les ARNm.
Principe général
Les microarrays Toutes les technologies de type microarrays reposent sur le même
principe. L’hybridation de 2 séquences complémentaires, la cible et la sonde, pour former
un ADN double brin (Figure 3.2). La cible est la molécule que l’on cherche à mesurer, et
la sonde, la séquence représentative de la séquence que l’on cherche à mesurer. Dans ce
cas, ce sont les cibles qui sont marquées, contrairement aux expériences de Southern ou
Northern blot où le marquage se fait sur la sonde.
Les sondes sont des séquences nucléotidiques d’ADN, généralement fixées ou synthé-
tisées in situ sur un support solide (lame de verre, plastique ou silicone en fonction de la
technologie) 2. En fonction du support et du type de puces, les séquences vont être plus
ou moins longues, de 25 à 70 nucléotides pour les puces de type oligoarray et jusqu’à des
longueurs variables pour les puces "spottées".
Les cibles peuvent être des séquences d’ADN ou des ARN (transformés en ADNc).
Elles sont marquées puis déposées sur le support en condition optimale pour qu’elles s’ac-
crochent spécifiquement à leurs sondes (bain avec agitation, mise à température TM, ...).
Les quantités relatives des cibles sont alors mesurées par un scanner mesurant l’intensité
du marqueur. Les quantités sont relatives car les cibles n’accrochent pas la même quan-
tité de marqueurs, c’est dépendant du contenu de la base marquée dans la séquence cible.
Toutefois, les intensités de signal mesurées sont proportionnelles à la quantité de transcrits
présents dans l’échantillon. Certaines approches utilisent la compétition de l’hybridation
entre 2 types de cibles différentes (une condition d’intérêt vs une référence, ou directement
2 conditions différentes) ce qui requiert la mesure de 2 signaux pour une même sonde. Les
principales plateformes que sont Affymetrix, Illumina, Agilent, Nimblgene diffèrent par le
1. Petites molécules organiques intermédiaires ou issues du métabolisme.
2. La technologie proposée par Illumina fixe les sondes sur des billes qui sont alors dispersées et donc
réparties aléatoirement sur la surface. Cela a l’intérêt de minimiser l’effet de biais spaciaux sur les puces
qui peuvent se produire préférentiellement sur certaines localisations du support
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Figure 3.2 – Le principe des puces à ADN et les différentes types de puces.
type de sondes, le type de synthèse des sondes, le support et le type de marquage des
cibles.
Le séquençage Pour le séquençage, le principe est de fragmenter les cibles, de déter-
miner l’enchaînement des bases de la séquence sur une longueur fixée (de 75 à 100 bases
en général) puis de faire un assemblage des séquences (par l’alignement sur la séquence
connue du génome humain) (Figure 3.3). Les valeurs obtenues sont des comptages des
séquences alignées (reads) à une localisation donnée. Le séquençage peut être réalisé sur
l’ADN, soit à l’échelle du génome entier, soit à l’échelle des exons uniquement, ou sur
les ARN. Il a l’avantage de pouvoir identifier différentes altérations génomiques par une
seule technique (substitutions nucléotidiques, réarrangements, anomalies du nombre de
copies) et l’ensemble des variants issus de mutations, de polymorphismes ou d’événements
d’édition pour les ARN.
Une fois les puces scannées ou les cibles séquencées et alignées, commence alors l’analyse
des données. Une première étape cruciale de l’analyse est le prétraitement pour filtrer et
normaliser les données afin qu’elles soient de qualité suffisante et comparables entre elles.
Beaucoup d’articles ont été écrits au début des années 2000 pour définir des méthodes
de prétraitement appropriées pour faire face aux biais techniques spécifiques de chaque
technologie. Aujourd’hui, pour les puces, on est arrivé à peu près à certains consensus.
Pour le séquençage, par contre, il y a encore beaucoup de littérature sur le sujet.
Étude du transcriptome
Plus spécifiquement, pour l’étude du transcriptome, une des technologies qui est très
largement utilisée est celle proposée par Affymetrix, des puces à oligonucléotides synthé-
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Figure 3.3 – Principe du séquencage de nouvelle génération. Exemple du principe de
séquençage d’Illumina.
tisés in situ par photolithographie (Figure 3.4). Une des puces ayant été très utilisée est
la puce Affymetrix GeneChip Human Genome U133 Plus 2.0 Array, dont les sondes ont
été élaborées pour mesurer plus spécifiquement les parties 3’ des ARNm, moins sujettes
à la dégradation que la partie 5’ des ARNm. Elle permet la mesure de 54 635 sondes,
soit près de 47 000 transcrits et 20 000 gènes. Pour chaque cible, entre 11 et 16 paires de
25-mers (on parle de probe sets) sont mesurées et combinées en une seule valeur. Une paire
correspond à une séquence "Perfect Match" (PM) représentant la séquence exacte et une
séquence "Mismatch" (MM) avec un changeant de la base centrale. Les MM avaient été
prévus initialement pour avoir une mesure du bruit de fond et donc corriger les valeurs
des sondes PM. Toutefois, en pratique, les MM accrocheraient d’autres séquences que le
PM et donc introduiraient plus de bruit qu’elles n’en filtreraient. La méthode classique de
normalisation des données RMA s’est affranchie de leur utilisation.
Étude du génome
Pour l’étude des altérations du génome, les toutes premières puces utilisées ont été les
puces CGH (Comparative genomic hybridization), ou "CGH array" en anglais. Le principe
de la puce CGH est le même que celui de la CGH classique, mais l’hybridation se fait sur
une puce à ADN et non plus sur les chromosomes directement. Des fragments d’ADN, de
taille, de séquence et de position génomique connues, couvrant le génome, vont constituer
les sondes fixées sur la puce. La couverture du génome et la résolution dépendent du
nombre de sondes présentes sur la puce et de leur taille. Deux types principaux de puces
CGH existent :
— les puces BACs (bacterial artificial chromosome) / PACs (P1 artificial chromosome)
(la taille des sondes est assez longue, de 100 à 200 kb et la résolution est de 1 Mb).
— les puces à oligonucléotides (la taille des sondes est de 20 à 70 nucléotides et le ni-
veau de résolution est de 20 à 30 kb sur la totalité du génome, avec une densification
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Figure 3.4 – Principe des puces Affymetrix et CGH.
accrue du nombre de sondes dans les régions codantes du génome).
Dans ce cas, on hybride compétitivement l’ADN extrait de l’échantillon tumoral avec
l’ADN d’une référence, soit l’échantillon apparié non tumoral, soit plus classiquement une
référence commerciale constituée d’un pool d’ADN de plusieurs individus (Figure 3.4).
Un gain va alors être détecté par une surreprésentation du marqueur de la tumeur par
rapport au marqueur de l’échantillon normal sur les clones couvrant la région remaniée. A
l’inverse, une perte sera détectée par une surreprésentation du marqueur de l’échantillon
normal.
Les puces CGH ne sont quasiment plus utilisées aujourd’hui. Elles ont fait place aux
puces SNP qui permettent de mesurer de manière indirecte les altérations du génome. Les
SNP (Single Nucleotide Polymorphism) sont des variations constitutives inter-individus
d’une base à un locus donné de l’ADN, présentes avec une fréquence supérieure à 1-
2% dans la population. Les sondes des puces SNP mesurent le génotype à ce locus, en
général seulement 2 bases sont possibles. L’avantage de ces puces est qu’elles apportent à
la fois une information sur le nombre de copies et sur le génotypage de la tumeur. Elles
permettent donc de détecter les pertes d’hétérozygotie par isodisomie (en anglais "copy
neutral LOH "), c’est-à-dire une LOH due à la perte d’un chromosome puis à la duplication
à l’identique du chromosome restant. Et enfin, elles permettent d’estimer de façon fiable la
ploïdie, ce que ne permettent pas les puces CGH. Ni les puces CGH, ni les puces SNP, ne
permettent de détecter les translocations réciproques, c’est-à-dire les échanges de matériel
entre chromosomes sans gain ou perte de matériel chromosomique.
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Étude de l’épigénome
Pour l’étude du mirnome, le principe va être le même que pour le transcriptome.
Les différences résident dans la manière d’extraire les miARN. Les puces vont contenir
des sondes représentatives des miRNA. Le séquençage des miARN va être réalisé sur la
totalité de la séquence du miRNA mature sur une longueur plus courte que pour l’exome.
Pour l’étude de la méthylation, le principe est le même que les puces SNP. L’ADN va
être traité au bisulfite qui transforme les cytosines en uraciles mais uniquement si elles ne
sont pas protégées par un événement de méthylation. Par conséquent, les sondes vont soit
mesurer spécifiquement la forme avec un U et celle avec un C indépendamment, soit la
sonde va mesurer la partie juste en amont du site CpG, et le marquage va être réalisé en
ajoutant un C ou A marqué avec des fluorophores différents.
3.1.3 Les limites des omiques
Les données omiques apportent un nombre considérable d’information mais certaines
limites sont à considérer pour exploiter et appréhender au mieux ce type de données.
Les biais techniques
Une difficulté est l’existence d’effets liés à chaque lot ("batch effect") ce qui pose pro-
blème quand plusieurs lots distincts doivent être analysés ensemble. Ces effets doivent être
identifiés et corrigés lors de la normalisation des données. Toutefois si l’effet "batch" est
confondu avec la variable d’intérêt, il sera alors impossible d’identifier les effets biologiques
recherchés.
Qualité des échantillons biologiques
La qualité des analyses dépend de la qualité des échantillons biologiques, notamment
pour l’ARN qui est moins stable que l’ADN. Les tissus sont collectés suite à une chirurgie
ou une biopsie et de nombreux facteurs peuvent affecter la qualité des échantillons : le type
et la durée de l’anesthésie, la chirurgie en elle-même comme l’ischémie (la diminution de
l’apport sanguin artériel à un organe), la durée et le mode de transport, et la durée et le
mode de conservation (Ma et al., 2012). Trois principales périodes peuvent avoir un impact
et affecter différemment la qualité des échantillons : la période in vivo avant l’exérèse de
la pièce chirurgicale, la période ex vivo entre l’exérèse chirurgicale et la congélation, et
la période entre la décongélation et le traitement de l’échantillon (comme l’extraction des
ARN). L’impact se mesure à deux niveaux : l’impact sur l’intégrité des ARN et l’impact sur
l’expression des gènes qui lors de la période in vivo et ex vivo peut être modifiée. L’impact
de la période in vivo est difficilement contrôlable (liée au temps opératoire). L’impact de
la période ex vivo semble avoir un effet limité sur la dégradation des ARN mais par contre
peut modifier l’expression de certains gènes, dont les gènes de l’inflammation et du cycle
cellulaire. L’effet sur l’expression des gènes semble dépendre du tissu. Cet effet semble
important dans le côlon (20% des gènes à 30 min) mais limité dans l’ovaire ou le sein
(<1% des gènes) (Ma et al., 2012). L’intégrité des ARN est presque uniquement impactée
après décongélation où une dégradation des ARN assez rapide et forte est constatée en
l’absence d’un traitement spécifique. Les ARN les plus longs sont les plus sensibles à
la dégradation. Un recueil rapide et une bonne conservation des échantillons sont donc
indispensables pour limiter l’impact sur l’expression des gènes et la dégradation des ARN.
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L’hétérogénéité intra-tumorale
Un autre écueil de l’utilisation de ces technologies dans le cas de l’étude de tumeurs
tient à l’hétérogénéité du contenu cellulaire des échantillons tumoraux. Cela complique
beaucoup l’interprétation des données obtenues par ces technologies.
La contamination par des cellules non tumorales, comme le stroma tumoral, le tissu
adjacent normal ou les cellules immunitaires, participe de cette hétérogénéité. Cette conta-
mination peut affecter notamment les résultats de transcriptome (Cleator et al., 2006) et
de variations du nombre de copies ADN (Peiffer et al., 2006). Il est courant aujourd’hui
de coupler un examen histologique du matériel passé en omiques, pour garantir histologi-
quement le contenu en cellules tumorales.
Par ailleurs, il existe au sein même de la tumeur une hétérogénéité régionale. L’une des
premières études mettant en évidence par approches omiques l’hétérogénéité est l’étude
de Navin et al. (2010). Ils montrèrent, dans le cancer du sein par approche CGH, qu’il
existait des tumeurs "monogénomiques" avec un clone majoritaire quelle que soit la région
de la tumeur et des tumeurs "polygénomiques" contenant plusieurs sous-populations clo-
nales pouvant occuper la même région ou des régions différentes. Puis par une approche
omique "single cell", permettant de faire de la génomique à l’échelle d’une seule cellule
isolée de la tumeur, la même équipe montra que, dans les tumeurs "monogénomiques", une
importante diversité des altérations génomiques était observée entre les cellules étudiées,
même dans des régions identiques (Navin et al., 2011). Une autre étude qui fait référence
dans le domaine est celle de Gerlinger et al. (2012) dans laquelle ils ont analysé moléculai-
rement plusieurs régions et métastases de tumeurs du rein. Ils ont montré la coexistence de
plusieurs clones présentant des mutations somatiques et des altérations chromosomiques
différentes en fonction de la région interrogée. Seul un tiers des mutations somatiques
étaient communes aux différents clones. L’hétérogénéité se retrouvait également au niveau
de l’expression des gènes avec un profil d’expression en faveur soit d’un bon, soit d’un mau-
vais pronostic dans les différentes régions d’une même tumeur. Ceci suggère que l’analyse
d’une partie d’une tumeur ne rend pas forcément compte de la complexité de la tumeur
dans sa globalité.
En ce qui concerne le cancer colorectal, Dalerba et al. (2011) utilisa l’approche par
"single cell" pour caractériser l’hétérogénéité tumorale. En se basant sur l’étude de la di-
versité cellulaire de l’épithélium normal, ils établirent des marqueurs spécifiques de chaque
type cellulaire par l’étude du transcriptome de cellules isolées, puis caractérisèrent la com-
position des tumeurs en ces cellules. Ils montrèrent que les tumeurs étaient composées des
diverses formes cellulaires de l’épithélium normal. Par ailleurs, ils montrèrent par xéno-
greffe, qu’une cellule isolée, présentant des marqueurs des cellules des compartiments des
cellules souches et progénitrices, était capable de redonner naissance aux diverses formes
de cellules de l’épithélium, soulignant que l’hétérogénéité clonale n’était donc pas la seule
à prendre en compte. Très récemment, Sottoriva et al. (2015) proposèrent et validèrent un
nouveau modèle d’évolution tumorale, le "big bang model", en étudiant la diversité intra-
tumorale de 11 tumeurs et 4 adénomes colorectaux. Dans le modèle clonal d’évolution
classique, par accumulation d’altérations, les clones sont sélectionnés pour l’avantage qu’ils
ont acquis et finissent par devenir dominants. L’hétérogénéité intra-tumorale n’est alors
qu’un état transitoire entre la sélection et l’expansion. Ce modèle requiert l’acquisition de
diverses mutations "drivers". Dans le modèle "big bang", l’idée est que l’hétérogénéité tu-
morale n’est que le reflet de développement de clones en fonction du temps de progression
de la tumeur, sans pression de sélection. De ce fait, les événements d’altérations les plus
fréquents sont les plus précoces, les événements les moins représentés sont ceux survenus
le plus tardivement. Les mutations initiatrices se retrouvent donc parmi les événements
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les plus fréquents.
Cette hétérogénéité intra-tumorale explique certainement les raisons pour lesquelles
l’identification de marqueurs pronostiques et prédictifs d’un traitement est difficile. En
effet, le traitement adéquat devrait cibler les anomalies communes aux différents clones
ou combiner plusieurs molécules ciblant différents clones sous peine de sélectionner des
sous-clones résistants aux traitements.
Enfin, les tumeurs analysées sont fixées à un instant donné. Le transcriptome d’une
cellule est dynamique et change rapidement en réponse à son environnement ou à des
perturbations. Les données de microarrays ne rendent donc compte que d’une photographie
de la réalité.
3.1.4 L’analyse des données omiques appliquées au cancer
Dans l’analyse des données de tumeurs, trois grands types d’analyses sont souvent
réalisés :
— les approches pour l’identification de sous-types moléculaires de tumeurs, qui cor-
respondent à de l’analyse dite non supervisée,
— les approches visant à la recherche de biomarqueurs, ou de signatures moléculaires,
associés au diagnostic, à la survie ou à la réponse aux traitements, qui correspondent
à l’analyse dite supervisée de sélection de variables, et enfin
— les approches de prédiction de classe, c’est-à-dire les approches visant à attribuer
un échantillon à un groupe défini, appartenant également aux analyses de type
supervisées.
Les approches pour l’identification de sous-groupes de tumeurs
De nombreuses méthodes existent pour appréhender la diversité des cancers. Les ap-
proches non-supervisées visent à regrouper les échantillons en fonction de la similitude
de leur profil moléculaire. L’idée sous-jacente est que les tumeurs ayant des profils d’ex-
pression similaires auraient donc a priori des comportements biologiques semblables et
proviendraient de voies de carcinogenèse communes, et partageraient des spécificités stro-
males, immunitaires ou tumorales identiques.
Il existe 2 grandes catégories de méthodes, les méthodes hiérarchiques et les méthodes
de partitionnement. Les méthodes hiérarchiques produisent une hiérarchie des échantillons,
c’est-à-dire un arbre de classification allant du plus petit groupe formé par un échantillon
à un grand groupe regroupant l’ensemble des échantillons. Le nombre de groupes n’est pas
préspécifié et est choisi a posteriori en fonction de l’arbre obtenu. Ces méthodes sont dites
divisives, ou descendantes, lorsque tous les échantillons forment initialement un groupe qui
est récursivement divisé en plus petits groupes. A l’opposé, elles sont dites agglomératives,
ou ascendantes, lorsque chaque échantillon forme un groupe qui au fur et à mesure est
fusionné à un autre groupe. Les méthodes de partitionnement, comme les k-means ou
les cartes de Kohonen (les "Self Organized Map", SOM), recherchent elles à séparer les
données en fonction d’un nombre de groupes spécifié en recherchant à optimiser un critère
donné, par approche itérative. En pratique, les méthodes hiérarchiques agglomératives
sont les plus utilisées en raison de leur simplicité et de la facilité d’interprétation des
résultats. Elles ont l’avantage pas rapport aux méthodes de partitionnement de ne pas
avoir à spécifier le nombre de groupes. A contrario elles sont plus rigides, une mauvaise
décision dans l’arbre se répercute sur l’ensemble de l’ascendance ou descendance et n’est
pas corrigée a posteriori (Dudoit and Gentleman, 2002).
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a) Classification par approche hiérarchique ascendante Deux mesures sont né-
cessaires pour définir la hiérarchie : celle permettant de mesurer la similitude entre deux
échantillons et celle permettant de mesurer la similitude entre deux groupes d’échantillons.
La similitude entre les profils moléculaires de 2 échantillons est représentée mathé-
matiquement par une mesure de distance ou de dissimilarité entre les échantillons. De
nombreuses distances existent, le choix de la distance a un impact considérable sur les
résultats de la classification et il n’est pas toujours facile de comprendre les spécificités
de chacune (Brazma and Vilo, 2000). En conséquence, le choix est généralement fait sur
des critères a priori en fonction de la connaissance de la pathologie, ou, en recherchant
à optimiser un critère donné comme par exemple le regroupement d’un groupe connu
d’échantillons ou de réplicats techniques. Les distances les plus classiquement utilisées en
génomique sont la distance Euclidienne et la distance de Pearson. La distance Euclidienne
donne le même poids à tous les gènes et correspond à une extension à N dimension de la
distance physique :
dis(S1, S2) =
√√√√ g∑
i=1
|x1i − x2i|2, (3.1)
avec S1 et S2, 2 échantillons, i le gène considéré et x1, x2 les mesures du gène des 2
échantillons
La distance de Pearson tient compte du niveau de variation entre les gènes et va elle
plutôt prendre en compte les tendances globales de la série de gènes mesurés (Figure 3.5).
Elle correspond à (1- le coefficient de Corrélation de Pearson (r)). r se distribue entre 1
et -1 en fonction de la forte corrélation ou anti-corrélation des échantillons, une valeur
proche de 0 indiquant aucune corrélation entre les échantillons :
d(S1, S2) = 1− r (S1, S2) =
∑p
i=1(x1i − x1)(x2i − x2)√∑p
i=1(x1i − x1)2
∑p
i=1(x2i − x2)2
, (3.2)
où x = 1p (
∑p
i=1 xi) est la moyenne des valeurs des gènes d’un échantillons x.
La distance se distribue donc entre 0 et 2, deux échantillons parfaitement corrélés
auront une distance de 0 alors que des échantillons anti-corrélés seront les plus distants
(1-(-1)=2). Elle est beaucoup plus intuitive en biologie et permet d’avoir des résultats
cohérents. Si l’on souhaite regrouper des échantillons anti-corrélés avec des échantillons
corrélés positivement, ce qui peut être plus intéressant à l’échelle des gènes, la distance
peut être redéfinie ainsi :
d(S1, S2) = 1− |r (S1, S2)| (3.3)
La figure 3.5 représente visuellement les différences entre les 2 distances et l’impact
qu’elles ont sur la classification finale.
Ensuite pour regrouper les échantillons entre eux, il existe plusieurs algorithmes pos-
sibles. La différence va résider dans la manière de calculer la distance entre les groupes.
L’algorithme single va prendre la distance entre les paires les plus proches, complete entre
les paires les plus éloignées, average la distance moyenne entre l’ensemble des paires et ward
la distance entre les barycentres des groupes ce qui va permettre de minimiser l’inertie
intra-classe 3 (Figure 3.5).
Le dendrogramme est la représentation graphique d’une classification hiérarchique. Il
se présente comme un arbre dont les feuilles sont les échantillons et les branches cor-
respondent aux distances entre échantillons ou groupes d’échantillons. La heatmap est
3. L’inertie d’un cluster mesure la concentration des points du groupe autour du centre de gravité.
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Figure 3.5 – Différence entre la distance Euclidienne et la distance de Pearson et com-
paraison des méthodes d’agglomération.
également une représentation classiquement utilisée en génomique pour illustrer les classi-
fications. Elle permet de représenter l’expression des gènes en niveaux de couleurs et ainsi
de visualiser les gènes aux niveaux d’expression communs et différents entre les groupes
d’échantillons (Figure 3.6). L’étape critique ensuite est de définir le nombre de groupes,
c’est-à-dire le niveau de coupe dans l’arbre. Des méthodes ont été développées pour aider
à la décision (Shannon et al., 2003).
Les difficultés de la classification non supervisée hiérarchique résident dans le fait que
le nombre de groupes est inconnu, dans la sélection des gènes et de la distance (Dudoit
and Gentleman, 2002). De plus, ces méthodes ne sont pas basées sur des approches pro-
babilistes qui permettraient de définir des tests pour estimer le niveau de coupe. Et enfin,
elles définiront toujours des groupes même s’il n’y en a pas (Shannon et al., 2003). Par
ailleurs, les biais techniques peuvent influencer la classification considérablement. Il est
donc toujours important de vérifier la cohérence des groupes, la disponibilité d’annota-
tions des échantillons étant cruciale pour s’assurer que ce ne sont pas les biais techniques
qui expliquent la classification.
b) Robustesse d’une classification Un élément important dans ce type d’approche
est de s’assurer de la stabilité des partitions obtenues. En effet les résultats peuvent varier,
parfois de manière très importante, en fonction des paramètres choisis (la distance entre
échantillons, la méthode d’agglomération entre groupes d’échantillons, le nombre de gènes
et le nombre d’échantillons). Il est donc important d’évaluer la stabilité de la partition
obtenue sous différentes conditions expérimentales. Le concept de classification consensus
a été proposé il y a plusieurs décennies pour évaluer la robustesse d’une classification, et
Monti et al. 2003 ont été parmi les premiers à l’utiliser avec des données omiques. L’idée
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Figure 3.6 – Exemple de dendrogramme et de heatmap obtenus par classification hié-
rarchique agglomérative. Cet exemple illustre la visualisation de classification de cancers
du sein proposée par Sørlie et al. (2001). En haut, l’arbre représente le dendrogramme
des échantillons, colorés en fonction des sous-types définis. En dessous est représentée la
heatmap, en niveau de vert et de rouge en fonction de la sous- et surexpression des gènes
respectivement, de 5 clusters (ou groupes) de gènes d’intérêt. Cette représentation permet
notamment de voir que les sous-types luminaux partagent un certain nombre de gènes dé-
régulés de la même manière entre ces différents sous-types comparativement aux sous-type
non luminaux (cf. clusters III et V).
est de reproduire la procédure de classification un certain nombre de fois en changeant
les paramètres (le nombre de gènes et/ou d’échantillons et/ou la méthode de distance
ou d’agrégation) puis d’agréger les résultats obtenus par des valeurs de proportion de co-
classification de chaque échantillon entre eux et d’obtenir une partition basée sur la matrice
des co-classifications. Les échantillons qui sont les plus fréquemment co-classés ensemble
vont donc définir des groupes stables. Cette approche est aujourd’hui très couramment
utilisée dans l’analyse de données de microarrays (Wilkerson and Hayes, 2010). Toutefois
un autre moyen de s’assurer de la robustesse d’une classification est de la valider sur un
jeu de données indépendant, en retrouvant les groupes avec les mêmes profils moléculaires
et les mêmes associations cliniques et moléculaires. Ceci n’est possible que si des jeux
de données sont disponibles, ce qui est le cas pour les cancers colorectaux, et que si des
annotations d’intérêt sont fournies, ce qui est par contre malheureusement plus rare.
Caractérisation des sous-types tumoraux
Une fois les sous-groupes définis, il est important pour confirmer leur intérêt biologique
de les caractériser en définissant l’ensemble des altérations moléculaires (à l’échelle des
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gènes et des voies de signalisation) et particularités cliniques qui leur sont spécifiquement
associées.
Pour les associations aux données cliniques ou à des mesures de types catégorielles,
comme une altération du nombre de copies ADN (gain/perte) ou une mutation, le test
classiquement utilisé est le test exact de Fisher, ou lorsqu’il ne peut pas être utilisé en raison
du trop grand nombre de modalités de l’annotation considérée, le test de Chi-2 qui est sa
version non exacte. Ces tests statistiques permettent d’analyser des tables de contingences,
c’est-à-dire la table dénombrant le croisement des modalités de la classification et les
modalités de l’annotation considérée. Le test évalue l’indépendance des 2 variables et pose
l’hypothèse nulle que les proportions relatives d’une variable sont les mêmes quelque soit
les valeurs de la deuxième variable.
Pour définir les signatures moléculaires, c’est-à-dire l’ensemble des gènes significati-
vement sous- ou sur-exprimés, des tests de comparaison de moyenne sont appropriés. Le
t-test avec inégalité des variances, aussi appelé le test de Welch, lorsqu’il n’y a que 2
groupes, ou l’ANOVA, dans les cas de plus de deux groupes, sont classiquement utilisés.
Des améliorations du t-test pour s’adapter aux données de microarrays ont été proposées,
notamment en cherchant à mieux estimer la variance par gène, comme le t-test dit modéré
Limma (Smyth, 2004). Ce dernier est apparu comme apportant des améliorations signi-
ficatives au t-test classique et comparativement à d’autres tests, en terme de puissance
et de taux de faux positifs et ce quelle que soit la taille du jeu de données (Jeanmougin
et al., 2010). Par ailleurs, vu le nombre de tests réalisés dans le cas des microarrays, on
se trouve confronté au problème de tests multiples. En effet, un gène va être considéré
différentiellement exprimé avec un seuil α donné de se tromper. En général, on prend le
seuil α de 0,05 ou 0,01. Mais ce seuil est valable pour un seul test. Si on réalise 100 tests, on
multiplie par autant la chance de se tromper, et donc 5 faux-positifs seront attendus pour
100 tests au seuil α de 5%, c’est-dire que 5 tests sont attendus avoir une p-value inférieure
à α alors que le gène n’est pas différentiellement exprimé. Dans les cas de puces de type
Affymetrix, sur 50000 sondes dans une comparaison sans différence entre 2 groupes, on
s’attendra à obtenir 2 500 tests significatifs au seuil de α 5% et correspondront donc à des
faux positifs. C’est pourquoi il est nécessaire d’appliquer une procédure de correction des
p-values ou d’évaluation du nombre de faux positifs lorsque l’on réalise un grand nombre
de tests. Il existe deux grands types de méthodes : celles qui contrôlent le FWER (Family
Wise Error Rate), la probabilité d’avoir au moins un faux-positif, qui sont très conserva-
tives, c’est-à-dire qu’elles ne laissent pas passer de faux positifs, ce qui va engendrer en
contrepartie beaucoup de faux négatifs, et celles qui contrôlent le FDR (False Discovery
Rate), la proportion de faux-positifs parmi les gènes ressortis régulés, comme les méthodes
de Benjamini and Hochberg (1995) ou de Benjamini et Yekutieli (2001).
Les analyses de pathways permettent de tester s’il y a, parmi les gènes dérégulés dans
le sous-type considéré, un enrichissement en gènes de n’importe quel "pathway" (liste de
gènes), comme par exemple l’ensemble des gènes d’une voie de signalisation. La stratégie
classique est d’analyser tous les pathways répertoriés et de s’intéresser à tous ceux signifi-
cativement enrichis. D’abord, pour chaque gène, on obtient une statistique en comparant
le sous-type d’intérêt à son complément. Il y a alors deux types d’approches classique-
ment utilisées : (i) celles se basant sur une sélection de gènes, obtenue par application
d’un seuil sur la statistique précitée, et testant la surreprésentation des gènes du pathway
dans cette liste présélectionnée (le test hypergéométrique ou méthodes dérivées comme
GoStat (Beissbarth and Speed, 2004)) et (ii) celles ne demandant pas de fixer un seuil
mais se basant sur une agrégation, pour les gènes du pathway, de la statistique précitée
aboutissant à un score d’enrichissement (comme GSEA (Subramanian et al., 2005)) (Hol-
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mans, 2010). Différents types d’algorithmes existent et proposent des modes d’agrégation
différents, liés à des hypothèses statistiques différentes. Un troisième type d’approche est
apparu plus récemment qui permet d’utiliser des informations de relation entre les gènes
du pathway, sa topologie (Khatri et al., 2012). Il faut tenir compte dans l’interprétation
des résultats de la qualité (niveau de preuve expérimentale, curation, ...) des pathways
utilisés.
Une autre stratégie plus dirigée peut être également utilisée si on s’intéresse à des
pathways spécifiques. Des méthodes d’enrichissement dites self-contained (les précédentes
sont dites compétitives) sont alors requises pour tester l’enrichissement. Elles vont tester
si l’enrichissement est différent par rapport à l’enrichissement obtenu sur des données
simulant une non-association (Ramanan et al., 2012).
Prédiction de sous-types tumoraux : les méthodes supervisées
Pour pouvoir assigner de nouveaux échantillons à la classification obtenue, il est clas-
sique de construire un prédicteur. C’est un problème assez complexe avec deux difficultés
majeures : la sélection des gènes (les variables) et le sur-apprentissage.
Une approche qui est très couramment utilisée en cancérologie est l’approche par cen-
troïde (Cover and Hart, 1967). Pour chaque groupe, la moyenne d’expression des gènes est
calculée, ce qui définit le centroïde de la classe, un vecteur de données de la longueur du
nombre de gènes retenus. Puis on affecte un nouvel échantillon en mesurant la distance
du profil d’expression de l’échantillon aux centroïdes de chacun des groupes et on attribue
l’échantillon au groupe du centroïde le plus proche. Tibshirani et al. (2002) proposa une
méthode améliorée très utilisée qui permet de réduire le bruit des centroïdes et d’ajouter
l’étape cruciale de sélection de gènes dans le processus de prédiction.
Toutefois, il est classique pour éviter le surapprentissage d’utiliser des approches de
cross-validation ou de bootstrap ou de Monte Carlo ou encore de leave-one-out (voir Slawski
et al. 2008). Le prédicteur va alors être construit sur une partie des données puis testé
sur le reste et ce plusieurs fois. Pour la sélection de variables, on sélectionne en général
les gènes les plus associés, soit sur la p-value du test d’analyse différentiel soit sur l’AUC
(Aera under the curve), l’aire sous la courbe de la spécificité en fonction de la sensibilité,
calculé pour chacun des gènes, qui semble être efficace (Lauss et al., 2010). Il est préférable
de retirer la redondance dans les gènes sélectionnés avant de construire le prédicteur (Ding
and Peng, 2005).
Les mesures de la qualité de la prédiction sont la sensibilité, la spécificité, la valeur pré-
dictive positive (VPP) et la valeur prédictive négative (VPN). En fonction de la question
posée, on pourra favoriser l’une ou l’autre des mesures 3.7.
3.2 La recherche de marqueurs pronostiques dans les can-
cers colorectaux
Comme décrit dans le 1er chapitre, la classification TNM ne permet pas de bien identi-
fier 10 à 20% des patients de stade II, pour lesquels une chimiothérapie adjuvante pourrait
être bénéfique, et 30-40% des stades III pour lesquels la chimiothérapie adjuvante n’est
pas suffisante ou, inversement, pour lesquels une simple chirurgie pourrait être suffisante.
L’émergence des microarrays a donc apporté beaucoup d’espoir en permettant d’étudier
l’association au pronostic d’un très large panel de marqueurs. Une multitude d’études pro-
nostiques sur des données transcriptomiques ont été publiées utilisant diverses approches
(Manceau and Laurent-Puig, 2012; Cardoso et al., 2007; Sanz-Pamplona et al., 2012).
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Figure 3.7 – Ensemble des variables décrivant la qualité d’une prédiction.
3.2.1 Aperçu de l’état de l’art
La majorité des études ont utilisé des approches supervisées, comparant soit les événe-
ments de rechute (la RFS, la DFS, l’OS, la CSS ou la SAR 4), soit les tumeurs de stades
I vs IV, les tumeurs envahissant les ganglions lymphatiques N+ vs les tumeurs N- ou les
métastases vs les tumeurs primaires, soit l’environnement tumoral entre des tumeurs méta-
statiques et des tumeurs non métastatiques (Manceau and Laurent-Puig, 2012). Quelques
études ont proposé des approches non supervisées en recherchant des sous-types "naturelle-
ment" pronostiques (Oh et al., 2012) ou à l’inverse pour obtenir une signature pronostique
indépendante de la classification (Salazar et al., 2010).
Cardoso et al. (2007) et Roth et al. (2012) ont montré la faible concordance des résul-
tats au niveau des gènes et au niveau de la prédiction des patients de toutes ces études.
Selon la revue de Cardoso et al. (2007), seulement 13 gènes ont été retrouvés associés au
pronostic dans au moins 2 études, dont 6 étaient exprimés dans des sens de régulation
contraires. La méta-analyse du pronostic de 31 signatures proposée par Sanz-Pamplona
et al. (2012) a révélé que la majorité de ces signatures sont bien associées au pronostic,
en moyenne entre les différents jeux de données, mais qu’elles avaient des valeurs faibles
de discrimination (faible spécificité et sensibilité). Ce qui en soit n’empêche pas d’avoir
une utilité clinique car ce sont les valeurs prédictives négative et positive (VPN et VPP)
qui sont importantes. Toutefois, les différentes signatures présentaient également de faibles
VPP. La faible concordance des résultats a été également pointée du doigt dans l’article
Michiels et al. (2005) qui par l’étude de la stabilité de différentes signatures et de leurs
prédictions conseillait de prendre avec précaution les résultats des études menées dans le
4. RFS : Relapse Free Survival, Survie sans rechute ; DFS, Disease Free Survival ou Survie sans maladie ;
OS : Overall Survival, Survie globale ; SAR, Survival After Relapse, Survie Après Rechute
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cancer. En effet, seulement 2 sur les 7 étudiées classifiaient mieux que par chance. Les
signatures pronostiques sont extrêmement dépendantes de la cohorte utilisée pour l’ap-
prentissage, et la manière de valider les prédicteurs est cruciale. Notamment lorsqu’il n’y
a pas de jeu de validation indépendant disponible, il est recommandé de faire de la va-
lidation par rééchantillonage aléatoire quand la taille de la cohorte le permet. Toutefois,
aujourd’hui, la mise en accès publiques de très nombreux jeux de données sur le site
Gene Expression Omnibus (GEO) du NCBI (ou SRA pour les données de séquençage) ou
encore ArrayExpress de l’EBI rendent possible la validation sur un jeu de données indé-
pendant. Les problèmes d’analyse du pronostic spécifiquement générés par les données de
microarrays ont amené à proposer en 2005 un guide appelé REMARK pour "REporting
recommendations for tumor MARKer prognostic studies" (McShane et al., 2005; Altman
et al., 2012) afin qu’il y ait une transparence sur la manière d’établir les prédicteurs. Du-
puy and Simon (2007) proposèrent une liste de "do" et "don’t" pour l’analyse du pronostic
afin d’établir des bonnes pratiques d’analyse. Par ailleurs, pour qu’un test soit utilisable
en clinique, il doit répondre aux 3 critères établis par le ACCE Model Project 5 pour
évaluer les tests génétiques : la validité analytique, la validité clinique et l’utilité clinique
(Figure 3.8).
Figure 3.8 – Principaux critères pour évaluer un test génétique selon le projet AACE
model visant à définir le processus analytique pour évaluer les données scientifiques sur les
nouveaux tests génétiques.
Parmi toutes les signatures pronostiques des CCR publiées, quasiment aucune ne s’est
avérée valide et applicable en pratique clinique. Les facteurs en cause pouvant être la taille
des cohortes, l’hétérogénéité inter-tumorale, la non validation sur des jeux de données
indépendants, la qualité des annotations fournies, la qualité des échantillons ou encore
5. http://www.cdc.gov/genomics/gtesting/ACCE/acce_proj.htm
3.2. La recherche de marqueurs pronostiques dans les cancers
colorectaux 63
la représentativité de la portion de tumeur extraite (soit l’hétérogénéité intra-tumorale
et la contamination par le stroma et les cellules immunitaires). Seuls deux prédicteurs,
Oncotype DX et Coloprint se démarquent pour leur utilité clinique validée concernant le
pronostic des stades II/III.
3.2.2 Focus sur Oncotype DX
De manière analogue au prédicteur développé pour le cancer du sein, O’Connell et al.
(2010) adoptèrent une approche supervisée sur une très large cohorte de 1851 patients de
stade II et III provenant de 4 études indépendantes, en utilisant des échantillons fixés au
formol. Ils firent une première sélection de 761 gènes candidats associés au pronostic (dans
la littérature, les bases de données et dans des jeux de données de microarrays publiques)
ou appartenant à des voies de signalisation considérées comme fonctionnellement impor-
tantes pour le cancer du côlon. Sur ces 761 gènes, 375 ont été retenus en fonction de leur
association à la récurrence et au bénéfice de la chimiothérapie par modèle de Cox. Afin
de retirer l’effet de confusion possible avec le stade, les gènes significativement différents
entre les stades II et III ont été exclus. Sur l’étude de ces gènes en RT-PCR dans les 4 jeux
de données indépendants, 48 gènes ont été retrouvés associés significativement à un risque
de récidive et 66 associés à un bénéfice de la chimiothérapie. De ces gènes, les meilleurs
panels pour la récurrence et le bénéfice du traitement ont été sélectionnés, en se basant
notamment sur la puissance de l’association et la consistance d’une étude à l’autre, puis
utilisés pour définir les scores pour prédire la rechute (RS, Recurrence Score) et la réponse
au traitement (TS, Treatment Score). Le score RS contient 12 gènes, 7 gènes associés à la
récurrence et 5 de référence, et le TS est composé de 11 gènes, 6 gènes associés au béné-
fice du traitement et 5 référence. La valeur prédictive de chaque score a été mesurée par
rééchantillonage, plutôt que sur des séries indépendantes, ce qui laisse penser que les ré-
sultats sont peut être plus optimistes que la réalité. Les scores ont ensuite été validés dans
une seconde publication sur l’essai thérapeutique QUASAR sur des patients de stade II
(Gray et al., 2011). Le score RS a été validé comme pronostic dans les patients avec des
tumeurs de stade II après chirurgie et complémentant la valeur pronostique du stade T et
du MSI. Par contre, le score TS n’a pas été prédictif d’un bénéfice de la chimiothérapie. Les
mêmes conclusions ont été obtenue sur une étude clinique prospective sur des patients de
stades II et III (Yothers et al., 2013) où le score RS était prédictif de la récurrence dans les
2 stades de manière indépendante des facteurs cliniques et pathologiques conventionnels,
et également dans 2 autres études (Venook et al., 2013; Srivastava et al., 2014). Le fait de
se mettre dans des conditions non idéale mais proche de la réalité du terrain en utilisant
beaucoup d’échantillons doit en partie expliquer la reproductibilité de l’approche, car cela
limite le surapprentissage sur un jeu particulier.
3.2.3 Focus sur Coloprint
Salazar et al. (2010) adoptèrent une approche mixte non supervisée puis supervisée
pour définir une signature pronostique pour les patients de Stade II/III. A partir de don-
nées de microarrays de tumeurs congelées de 188 patients de tout stade, inclus prospec-
tivement, la classification par classification hiérarchique a mis en évidence 3 groupes, un
groupe enrichi en MSI et en mutation BRAF de meilleur pronostic, un groupe non MSI
enrichi en mutation BRAF de plus mauvais pronostic et un groupe non MSI et non BRAF
de pronostic intermédiaire. L’originalité de leur approche est d’avoir établi leur signature
pronostique uniquement sur le 3ème groupe afin d’obtenir une signature non biaisée par
les 2 premiers groupes qui risquaient d’expliquer à eux seuls le pronostic. Un ensemble
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de 18 gènes très fortement associés à la survie sans rechute métastatique ont été sélec-
tionnés de manière optimisée par analyse différentielle entre les patients développant une
métastase après traitement et les patients ne rechutant pas. Ces 18 gènes ont ensuite été
utilisés pour construire un prédicteur basé sur l’approche des centroïdes les plus proches.
Les échantillons étant plus proches du centroïde établi sur les patients non rechutant sont
classés comme ayant un risque faible de rechute, alors que ceux plus proches de l’autre
centroïde sont classés comme ayant un risque élevé. Ils validèrent son pouvoir prédictif
sur le même jeu de données par cross-validation puis sur un jeu de données indépendant
provenant d’un autre centre clinique de 206 échantillons majoritairement de stade II. Les
groupes définis étaient très associés au pronostic pour les stades II et III confondus, ou in-
dépendamment, et la valeur pronostique du prédicteur restait significative avec l’ajout du
stade dans le modèle. Dans les stades II, il était meilleur que le stade et, parmi les patients
ayant été traités par chimiothérapie, 68% étaient classés à faible risque. Ils conclurent que
ces patients pourraient ne pas avoir besoin d’une chimiothérapie. De plus, le prédicteur
classait comme attendu la grande majorité des MSI dans le groupe de faible risque, bien
que ce groupe ait été exclu lors de la sélection des gènes, ce qui confirme la puissance de
l’approche développée.
Suite à cette publication, un test diagnostique a été développé. Le travail de validation
clinique s’est poursuivi en appliquant le test sur 3 jeux de données supplémentaires pour
lesquelles la valeur pronostique du prédicteur a été confirmée pour les stades II et III, la
valeur pronostique étant supérieure à celles des critères cliniques classiques (Maak et al.,
2013; Kopetz et al., 2015). Un essai thérapeutique de phase III est en cours de recrutement
pour évaluer Coloprint sur 785 patients avec une tumeur de stade II (PARCS study,
NCT00903565)(Chee and Meropol, 2014). Le test est commercialement disponible 6.
3.3 Caractérisation et classification des tumeurs colorec-
tales par l’utilisation d’omiques
Les approches pronostiques non supervisées auguraient de l’intérêt de définir des sous-
types mais la grande majorité des publications se sont arrêtées à l’étude du pronostic.
Contrairement au cancer du sein pour lequel dès le début des microarrays une classification
a été proposée (Perou et al., 2000), les classifications du cancer colorectal se sont arrêtées à
l’intégration des marqueurs moléculaires (cf. section 2.3) ou à la caractérisation des entités
déjà identifiées. Ce n’est que très récemment que des classifications non supervisées basées
sur les données d’expression ont commencé à voir le jour dans la littérature.
3.3.1 Caractérisations par signatures supervisées
L’essentiel des travaux menés au début de l’exploitation des puces dans les années
2000 se sont portés sur la caractérisation de marqueurs différenciant chaque stade de la
progression tumorale. Les études ont comparé les profils d’expression entre les tumeurs et
les tissus sains, les adénomes et les adénocarinomes (Manceau and Laurent-Puig, 2012;
Cardoso et al., 2007). La méta-analyse de Chan et al. (2008) et la revue de Cardoso
et al. (2007) ont permis d’y voir un peu plus clair dans ce dédale d’études. Cardoso et al.
(2007) établirent une liste très exhaustives des publications par type d’étude et de données
génomiques et en dégagèrent les gènes différentiellement exprimés entre carcinome et tissu
normal et adénome et entre MSI et MSS, ainsi que et les altérations du génome à différents
6. http ://www.agendia.com/healthcare-professionals/colon-cancer/
3.3. Caractérisation et classification des tumeurs colorectales par
l’utilisation d’omiques 65
stades de la carcinogénèse, concordants entre plusieurs études. Notamment, la β-caténine
(CTNNB1 ) et SMAD4 étaient retrouvés surexprimés dans les MSI par rapport aux MSS
et TP53 sous-exprimé dans 3 études. Chan et al. (2008) rassembla la liste des gènes
différentiellement régulés entre carcinome et normal, adénome et normal et carcinome et
adénome en utilisant les données de 26 études et conclut que 573 gènes sur les 6537 gènes
reportés différents entre carcinome et normal étaient confirmé par plusieurs études, 39 sur
les 1101 entre adénomes et normal et 5 sur les 538 entre carcinome et adénome. La taille des
cohortes et le manque d’ajustement des p-values pour les tests multiples peuvent expliqué
ses différences. Parmi les gènes les plus fréquents retrouvés entre cancer et normal, TGFβI
et MYC a été trouvé surexprimé dans les cancers dans 9 et 7 études respectivement et
CA2 sous exprimés dans 11 études.
3.3.2 Les classifications non supervisées de tumeurs colorectales basées
sur les omiques
Finalement très peu de classifications, dans le sens de découverte de nouvelles enti-
tés, ont été réalisées dans le cas du cancer colorectal. Sur les données d’expression, les
classifications se sont limitées à la séparation MSI/MSS et au sein des MSI entre les MSI
sporadique et les MSI héréditaires. L’une des limites majeures à la découverte de classes
est la taille trop limitée de nombreux jeux de données, ce qui peut expliquer ce constat.
Basées sur le transcriptome
Contrairement à la majorité des cancers fréquents comme le cancer du sein (Perou
et al., 2000; Sørlie et al., 2001), du poumon (Wilkerson and Hayes, 2010) ou du cerveau
(Verhaak et al., 2010) pour lesquels des classifications moléculaires basées sur le trans-
criptome ont été proposées depuis longtemps, quasiment aucune classification n’avait été
proposée jusqu’en 2011. Les seules classifications avant 2011 reportaient seulement la dif-
férence entre les MSI et les MSS comme Kruhøffer et al. (2005) qui par classification
hiérarchique, complètement non supervisée (sans sélection de gènes), de 101 échantillons
tumoraux et 17 échantillons normaux, définit un groupe isolant les normaux et 3 groupes
de tumeurs isolant les MSI, sporadiques et héréditaires rassemblés, et séparant les MSS
en 2 groupes sans association avec la localisation proximale ou distale dans le côlon. En
dehors des 2 classifications proposées dans le cadre de la recherche de marqueurs pronos-
tiques (Salazar et al., 2010; Oh et al., 2012), où aucune analyse approfondie des sous-types
identifiés n’a été menée (Salazar et al. 2010 montre seulement une association d’un sous-
type de mauvais pronostic à la mutation de BRAF), Loboda et al. (2011) sont les premiers
à avoir proposé une classification différente de MSI/MSS. En se basant sur les gènes as-
sociés à la 1ère composante de l’analyse en composante principale (ACP), réalisée sur
les données d’expression de 326 cancers du côlon, ils identifièrent 2 sous-groupes très for-
tement associés à la signature de la transition Epithélio-mésenchymateuse (EMT) qu’ils
nommèrent mesenchymal et epithelial. Confirmant la part importante de l’EMT dans les
cancers colorectaux, ils trouvèrent une anti-corrélation du microARN mir-200 connu pour
réguler l’EMT. Toutefois, cette classification manquait d’association à des annotations
moléculaires connues et ne permettait pas de replacer la classification dans le contexte
moléculaire avec les instabilités MSI, CIN et CIMP et les autres mutations connues. L’an-
née d’après, une autre publication (Perez-Villamil et al., 2012) proposa une classification
en 4 sous-types, basées sur 88 tumeurs de stade I à IV : un sous-type de tumeurs ayant
un pourcentage de stroma plus faible et plus de β-caténine nucléaire, de bon pronostic, et
un sous-type caractérisé par MSI, la mutation de BRAF et l’histologie mucineuse, les 2
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autres sous-types ne présentant pas d’associations spécifiques aux annotations disponibles.
Ils montrèrent que la classification était indépendante du stade TNM, en mentionnant que
cela impliquait que les sous-types sont établis dès l’initiation de la tumeur. Enfin, le TCGA
proposa une classification sur les données d’expression en 3 groupes : MSI/CIMP, invasive
et CIN. Mais l’objectif principal de l’article du TCGA était de décrire les mutations et
les événements au niveau de l’ADN. Ils identifièrent un sous-groupe présentant un nombre
très important de mutations, regroupant l’ensemble des tumeurs MSI et une petite fraction
de tumeurs MSS. La classification des données d’expression n’a pas été plus approfondie,
elle n’était présentée que pour montrer l’association des tumeurs hypermutées au groupe
MSI/CIMP en figure supplémentaire. (Cancer Genome Atlas Network, 2012).
Par contre fin 2012 et en 2013, une multitude d’études proposant des classifications
plus raffinées et détaillées sont parues quasiment en même temps, dont celle qui fait l’objet
de mon travail de thèse(Schlicker et al., 2012; Marisa et al., 2013; Sadanandam et al., 2013;
Melo et al., 2013; Budinska et al., 2013; Roepman et al., 2013). Elles seront développées
dans les résultats.
Basées sur le génome
En dehors du transcriptome, l’émergence des microarrays avec les CGH arrays, puis
les puces SNP, ont permis d’évaluer finement les profils de remaniements chromosomiques
dans les cancers colorectaux. Il n’y a pas eu de classification proposée, les classifications sur
les événements ADN étant plus difficiles à établir, seulement un catalogue des altérations
fréquemment observées. Une différence de profil très nette est observée entre les tumeurs
de type MSS et MSI, les MSS présentant de nombreuses pertes de bras chromosomiques
alors que les MSI ne sont quasiment pas remaniés et, lorsqu’il y a des remaniements, il
s’agit de gains (8q, 7q, 17q) (Camps et al., 2006).
Basées sur le méthylome
Le travail de Hinoue et al. (2012) est l’une des classifications omiques les plus abouties
pour le cancer colorectal. Ils confirmèrent les classes trouvées par Toyota et al. (1999) mais
à la résolution du génome entier. Ils définirent 4 sous-types de tumeurs en se basant sur
les profils de méthylation des sites CpG de l’ADN : CIMP-high, CIMP-low et 3/4 qui ont
des profils intermédiaires entre les tissus normaux adjacents et les cancers CIMP-low.
Basées sur le mirnome
Comme pour les données d’expression, la plupart des études du mirnome ont été super-
visées entre les normaux et les tumeurs et entre les MSI et les MSS. Les seules classifications
proposées séparent les MSI des MSS et les MSI sporadiques des héréditaires. (Balaguer
et al., 2011).
Basées sur les données de séquençage
Avec l’arrivée des NGS, l’ensemble des mutations ont été caractérisées. Il n’y a pas
de classification particulière, elles sont juste présentées ordonnées selon leur fréquence. La
majorité des mutations étaient déjà connues, mais ces analyses ont permis de caractériser
plus finement le contingent de mutations des tumeurs de type MSI et hypermutées. Seules
les mutations de POLE et POLD1 associées à l’hypermutabilité ont apporté de nouvelles
informations (Cancer Genome Atlas Network, 2012; Kim et al., 2013; Donehower et al.,
2013).
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Avec l’émergence des technologies à haut-débit, un nombre important de travaux ont
comparé les profils d’expressions dans les CCR et ont cherché à trouver des marqueurs
pronostiques pour améliorer la prise en charge thérapeutique des patients, reposant qua-
siment uniquement sur la prédiction du stade TNM, non satisfaisante pour un certain
nombre de patients. On aurait pu s’attendre à ce que la quantité d’informations per-
mettent de trouver des marqueurs utiles pour la pratique clinique mais pour l’instant le
bilan est plutôt mitigé. Aucun biomarqueur ou signature fiable est encore utile et appli-
cable en clinique, à l’exception peut-être de Oncoprint DX et Coloprint dont la validité
clinique a été démontrée. En dehors de considérations techniques, comme la taille des
cohortes ou la qualité des échantillons et données, l’une des raisons possibles est que
les CCR sont hétérogènes et que cette hétérogénéité empêche de trouver des marqueurs
applicables à l’ensemble des tumeurs. Les classifications basées sur les données transcrip-
tomiques ont considérablement enrichies la compréhension de beaucoup de cancers dont
le cancer du sein, du poumon et du cerveau. Étonnamment, aucune classification molé-
culaire robuste basée sur l’expression des gènes n’avait encore été établie pour les cancers
du côlon lors de l’initiation de ce travail. Une telle classification permettrait d’élucider
l’hétérogénéité de la maladie de manière plus fine que les trois formes d’instabilité MSI,
CIN et CIMP.

Troisième partie
Résultats

Étude de l’hétérogénéité
moléculaire des CC par analyse
non supervisée des données
transcriptomiques
En clinique, comme développé dans la partie de revue bibliographique, la classification
TNM est le seul outil pronostic utilisé, mais elle n’est pas suffisante pour bien traiter près
de la moitié des patients de stade II/III. Malgré l’observation de plusieurs formes d’insta-
bilité, de nombreuses mutations de gènes clés et de diverses cellules et formes d’adénomes,
l’hétérogénéité moléculaire des CRC n’a pas été décrite de manière approfondie. Les études
basées sur les technologies à haut-débit auraient eu les moyens de décrire finement cette
hétérogénéité mais la grande majorité des études publiées se sont quasiment toutes soit
intéressées au pronostic, soit limitées à des approches comparatives entre les entités de
cancers colorectaux déjà connues. Toutefois, les données omiques constituent, grâce à la
quantité d’information qu’elles apportent, un outil incomparable pour élucider la question
de l’hétérogénéité de la maladie. Le but de mon travail de thèse a donc été d’étudier de ma-
nière approfondie cette hétérogénéité inter-tumorale via l’utilisation de données omiques.
Il a consisté principalement en l’établissement d’une classification moléculaire puis, suite
à la publication de ces résultats, à la participation à un travail collaboratif pour définir
une classification consensus entre plusieurs classifications publiées en même temps par
plusieurs équipes dans le monde, lequel vient d’être accepté pour publication.
Article PLoS Medicine - Mise en évidence de l’existence de
sous-types moléculaires des cancers du côlon par l’établisse-
ment d’une classification robuste des données d’expression
Le travail que j’ai mené pour cette étude s’inscrit dans le cadre du consortium sur les
cancers du côlon (CC) du programme Carte d’Identité des Tumeurs (CIT) de la Ligue Na-
tionale Contre le Cancer. Grâce à ce consortium, une très large base de données omiques
de tumeurs de 750 patients atteints de CC, provenant de divers centres partout en France,
a été générée. Les transcriptomes, analysés sur puces Affymetrix (U133plus 2) et les alté-
rations génomiques, analysées sur puces CGH, étaient disponibles pour 566 et 464 tumeurs
respectivement. Un important effort d’intégration des annotations cliniques et de caractéri-
sation moléculaire des tumeurs pour les mutations et instabilités du génome classiquement
observées a été réalisé conjointement par les collaborateurs des projets et par les curateurs
de la base de données CIT. Afin d’évaluer l’hétérogénéité des tumeurs, l’objectif du tra-
vail a été d’établir une classification des cancers du côlon, robuste, à partir des données
72
transcriptomiques de ces tumeurs, les ARNm étant en grande partie le reflet de ce qui se
passe dans les cellules et étant généralement impactés de manière directe ou indirecte par
les altérations génétiques ou épigénétiques.
L’approche développée Pour établir une classification robuste, en dehors de la taille
de la cohorte, qui doit être assez grande et représentative de la population générale des
cancers colorectaux pour avoir une représentation de sous-groupes de tumeurs moins fré-
quents, deux critères sont apparus importants à prendre en compte dans les analyses :
(i) la classification doit être établie par des méthodes permettant de s’assurer qu’elle est
stable indépendamment des paramètres de classification et (ii) elle doit être validée sur
des données indépendantes.
Pour établir la classification, j’ai recherché l’approche qui permettait à la fois de mini-
miser les biais techniques, d’obtenir des résultats facilement interprétables et robustes. La
qualité des données étant primordiale, je me suis tout d’abord assurer de corriger les biais
techniques potentiels dû à des différences d’extraction et de centre. Ensuite j’ai réalisé
une approche par classification hiérarchique sur 443 échantillons (une partie des données
a été réservée pour la validation) à partir des gènes les plus variants en terme d’expres-
sion. La classification hiérarchique a l’avantage d’organiser les groupes les uns par rapport
aux autres et, à l’aide de "heatmap", permet de mieux appréhender la structure des pro-
fils d’expression. Et enfin, pour rentre la partition robuste, j’ai adopté une approche de
classification consensus en réitérant 1000 fois la procédure de classification. Les itérations
ont été faites en faisant varier à la fois le nombre d’échantillons et le nombre de gènes,
tout en restant dans des proportions qui évitent de perdre l’impact de sous-groupes moins
fréquents. A partir des partitions obtenues, une partition consensus par classification hié-
rarchique des fréquences de co-classements des tumeurs les unes par rapport aux autre a
été établie, les tumeurs se co-classant le plus fréquemment ensemble se retrouvant affec-
tées dans le même groupe. La sélection du nombre de sous-types a été définie en fonction
d’un critère quantitatif (basé sur la distribution attendue de la distribution des fréquences
de co-classements), de la visualisation de la matrice de co-classement et du nombre de
tumeurs dans les sous-types.
Une fois la classification obtenue, j’ai cherché à caractériser finement les sous-types en
identifiant les associations aux annotations cliniques, aux instabilités génomiques MSI/CIMP
et CIN (défini à partir des données de CGH), aux mutations des gènes classiquement mutés
(TP53, KRAS, BRAF) et à des voies de signalisation. J’ai également comparé les profils
d’altérations du génome des sous-types entre eux. Enfin, il m’est apparu intéressant d’es-
sayer de trouver des pistes quand à la composition cellulaire de ces sous-types, notamment
en terme de cellules souches (suite à un travail réalisé avec le laboratoire d’Alex Duval cf.
Annexe B (page 119)) et quant à l’origine des adénomes en raison de la voie festonnée qui
commençait à émerger dans la littérature et de l’association aux sous-types de la classifi-
cation proposée par Jass (2007). Pour cela, j’ai recherché des signatures d’intérêt dans la
littérature et j’ai annoté chaque tumeur en fonction de ces signatures. Me trouvant limitée
par le peu de signatures moléculaires disponibles, les signatures que j’ai retenues pour
l’origine de la lésion précancéreuse étaient : une signature d’expression établie par compa-
raison de tumeurs classées histologiquement festonnées ou conventionnelles (Laiho et al.,
2007) et une signature de la mutation BRAF (Popovici et al., 2012) qui isole, en plus des
tumeurs mutées pour BRAF, des tumeurs non mutées BRAF mais mutées KRAS, ce qui
me paraissait pouvoir refléter indirectement la diversité des adénomes festonnés. Pour la
caractérisation relative aux cellules souches, j’ai retenue une signature de cellules souches
intestinales normales (Merlos-Suárez et al., 2011) et une signature établie entre les cellules
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du haut et du bas de cryptes coliques (Kosinski et al., 2007). Des profils de sous-types
normal-like ayant été décrits dans le cancer du sein (Sørlie et al., 2001), j’ai également
regardé les profils d’expression des tumeurs comparativement à ceux d’échantillons non
tumoraux adjacents aux tumeurs et évalué leur distance.
Les sous-types définis Au final, 6 sous-types ont été identifiés, 4 sous-types bien dé-
limités et 2 sous-types avec des tumeurs présentant de fortes co-classifications entre eux,
suggérant que ces tumeurs partagent des signatures de gènes communes (voir Figure 9) :
un sous-type "C2-MSI" (19%) enrichi en tumeurs de type MSI (68%) et, comme
déjà décrit, mutées pour BRAF (40%), présentant un phénotype CIMP (59%) et
localisées dans le côlon proximal (72%). Ce sous-type présente de plus une surex-
pression des voies de l’immunité et du cycle cellulaire, consistant avec le fait que
les cancers de types MSI ont la particularité d’être très cyclant et immunogène ;
un sous-type "C4-Cancer Stem Cell" (10%) enrichi également, à un niveau moindre,
en tumeurs mutées pour BRAF (22%), présentant un phénotype CIMP (34%) et
localisées dans le côlon proximal (57%) mais ne présentant pas d’enrichissement
spécifique en tumeurs de type MSI. Ce sous-type présente un enrichissement en
tumeurs surexprimant des signatures de cellules souches, des voies de signalisation
liées à l’invasion, de la transition épithélio-mésenchymateuse (EMT) et du cycle
cellulaire, et un enrichissement en tumeurs de stade IV.
un sous-type "C3-KRAS muté" (13%) très enrichi en tumeurs mutées pour KRAS
(87%), légèrement pour CIMP (6%), localisées dans le côlon proximal (59%) et pré-
sentant une sous-expression des voies de l’EMT, de l’angiogenèse et des voies de
l’immunité et une surexpression des voies du métabolisme.
un sous-type "C6-CIN norm-like" (10%) dont la majorité des tumeurs ont un
profil d’expression très proche des profils des tissus normaux.
un sous-type "C5-CIN Wnt up" (27%) présentant une surexpression de la voie
Wnt et des voies de l’angiogenèse.
un sous-type "C1-CIN Immune down" (21%) présentant globalement une sous
expression des voies de signalisation liées au cancer par rapport aux autres tumeurs
et en particulier la sous expression des voies de l’immunité.
Les 3 derniers sous-types présentent la caractéristique commune d’être très enrichis en tu-
meurs ayant une instabilité chromosomique et mutées sur le gène TP53. Ces 3 sous-types
ne se distinguent pas sur le plan anatomo-clinico-moléculaire mais présentent toutefois des
spécificités de dérégulation d’expression substantielles. L’évaluation de la dérégulation de
la signature moléculaire de tumeurs provenant d’adénomes conventionnels et d’adénomes
festonnés, associés à la signature KRAS muté-like, pouvant être attendu dans des tumeurs
provenant d’adénomes festonnés, laisse penser qu’une origine différente des sous-types est
possible, en définissant deux grands groupes : les sous-types non CIN (C4, C2, C3) et
le sous-type CIN normal-like (C6) proviendraient préférentiellement de polypes de types
festonnés, tandis que les deux derniers sous-types CIN (C1 et C5) proviendraient des adé-
nomes dit conventionnels. L’étude des données génomiques n’a pas révélé d’association à
des altérations spécifiques par sous-types. C’est le taux d’altérations, matérialisé par le
statut CIN, qui distinguent le plus les différents sous-types. A l’exception des tumeurs
C2 qui présentent peu d’instabilité du génome et plutôt des gains, les autres sous-types
présentent des profils de fréquences d’altérations similaires. Les sous-types C4 et C3 pré-
sentent des fréquences d’altération un peu plus faibles, avec C3 ne présentant pas de gains
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des 13q et 20q et de pertes du 18q. Enfin aucune association à la classification TNM n’a
été retrouvée, seul un léger enrichissement en tumeurs métastatiques est retrouvé dans le
groupe C4.
Figure 9 – Schéma de l’approche de classification et des caractéristiques des différents
sous-types
Validation de la classification sur des données indépendantes Afin de valider
l’existence de ces sous-types, j’ai ensuite collecté un grand nombre de données publiques
(1058 tumeurs et 123 de notre cohorte gardées pour pouvoir valider les associations à des
annotations non disponibles dans les bases de données publiques tels que les mutations et
le statut CIMP), pour la majorité sur la même technologie afin de s’affranchir des biais
de technologies, annotées pour la survie ou le statut MSI ou autres annotations d’intérêt.
Ici, la difficulté a été de définir un prédicteur des sous-types afin d’assigner les tumeurs
collectées aux six sous-types avec la contrainte de minimiser le nombre de gènes pour que
cela soit plus facilement transférable en clinique. L’approche que j’ai défini a été de lister
les gènes les plus spécifiques des sous-types ordonnés selon leur AUC et de construire
l’ensemble des prédicteurs en prenant de 1 à 10 paires de gènes up et down régulés,
puis d’évaluer l’ensemble des prédicteurs par une approche basée sur les centroïdes les
plus proches et par cross-validation et de sélectionner le meilleur selon le taux de bon
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classement (brièvement, le jeu de données est divisé en 10 sous-ensembles, le prédicteur
est construit sur 9 sous-ensembles et testé sur le dernier, la procédure est répétée sur tous
les sous-ensembles). Chaque sous-type présentait bien les mêmes profils d’expression et les
mêmes caractéristiques anatomo-cliniques et moléculaires principales sur l’ensemble des
données de validation.
Étude de la valeur pronostique de la classification Enfin, il est apparu intéressant
de faire une analyse approfondie du pronostic en raison, d’une part, de l’intérêt en pratique
clinique, et, d’autre part, pour évaluer les signatures pronostiques en intra-sous types. J’ai
donc investigué le pronostic de ces sous types en comparaison des autres co-variables
pronostiques et des prédicteurs moléculaires pronostiques qui ressortaient efficaces dans la
littérature, OncotypeDX et ColoprintTM. L’étude a tout d’abord montré que les sous-types
"C4-Cancer Stem Cell" et "C6-CIN normal-like" présentaient un plus mauvais pronostic.
Le pronostic de la classification était de manière intéressante indépendante du stade TNM,
seule variable anatomo-clinique pronostique. L’étude de la valeur pronostique du prédicteur
OncotypeDX a montré que la classification apportait de l’information complémentaire au
prédicteur et au stade TNM. Et enfin Oncotype DX prédisait la quasi-totalité des tumeurs
"C4-Cancer Stem Cell" à haut risque de rechute mais ne permettait pas de séparer les
patients de mauvais pronostic dans les sous-type C2 et C1.
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Abstract
Background: Colon cancer (CC) pathological staging fails to accurately predict recurrence, and to date, no gene expression
signature has proven reliable for prognosis stratification in clinical practice, perhaps because CC is a heterogeneous disease. The
aim of this study was to establish a comprehensive molecular classification of CC based on mRNA expression profile analyses.
Methods and Findings: Fresh-frozen primary tumor samples from a large multicenter cohort of 750 patients with stage I to IV CC
who underwent surgery between 1987 and 2007 in seven centers were characterized for common DNA alterations, including BRAF,
KRAS, and TP53mutations, CpG island methylator phenotype, mismatch repair status, and chromosomal instability status, and were
screened with whole genome and transcriptome arrays. 566 samples fulfilled RNA quality requirements. Unsupervised consensus
hierarchical clustering applied to gene expression data from a discovery subset of 443 CC samples identified six molecular subtypes.
These subtypes were associated with distinct clinicopathological characteristics, molecular alterations, specific enrichments of
supervised gene expression signatures (stem cell phenotype–like, normal-like, serrated CC phenotype–like), and deregulated
signaling pathways. Based on their main biological characteristics, we distinguished a deficient mismatch repair subtype, a KRAS
mutant subtype, a cancer stem cell subtype, and three chromosomal instability subtypes, including one associated with down-
regulated immune pathways, one with up-regulation of theWnt pathway, and one displaying a normal-like gene expression profile.
The classification was validated in the remaining 123 samples plus an independent set of 1,058 CC samples, including eight public
datasets. Furthermore, prognosis was analyzed in the subset of stage II–III CC samples. The subtypes C4 and C6, but not the
subtypes C1, C2, C3, and C5, were independently associated with shorter relapse-free survival, even after adjusting for age, sex,
stage, and the emerging prognostic classifier Oncotype DX Colon Cancer Assay recurrence score (hazard ratio 1.5, 95% CI 1.1–2.1,
p=0.0097). However, a limitation of this study is that information on tumor grade and number of nodes examined was not
available.
Conclusions: We describe the first, to our knowledge, robust transcriptome-based classification of CC that improves the
current disease stratification based on clinicopathological variables and common DNA markers. The biological relevance of
these subtypes is illustrated by significant differences in prognosis. This analysis provides possibilities for improving
prognostic models and therapeutic strategies. In conclusion, we report a new classification of CC into six molecular
subtypes that arise through distinct biological pathways.
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Introduction
Despite advances in screening, diagnosis, and treatment,
colorectal cancer (CRC) is the third most common cancer and
the fourth-leading cause of cancer death worldwide [1]. Patho-
logical staging is the only prognostic classification used in clinical
practice to select patients for adjuvant chemotherapy [2].
However, pathological staging fails to predict recurrence accu-
rately in many patients undergoing curative surgery for localized
CRC. In fact, 10%–20% of patients with stage II CRC, and 30%–
40% of those with stage III CRC, develop recurrence. Among the
molecular markers that have been extensively investigated for
colon cancer (CC) characterization and prognosis, microsatellite
instability (MSI), caused by defective function of the DNA
mismatch repair (MMR) system, is the only marker that was
reproducibly found to be a significant prognostic factor in early
CRC in both a meta-analysis and a prospective trial [3,4]. Many
studies have exploited microarray technology to investigate gene
expression profiles (GEPs) in CRC in recent years, but no
established signature has been found that is useful for clinical
practice, especially for predicting prognosis [5–8]. GEP studies on
CRC have been only poorly reproducible, possibly because CRC
is composed of distinct molecular entities that may develop
through multiple pathways on the basis of different molecular
features [9–11]. As a consequence, there may be several
prognostic signatures for CRC, each corresponding to a different
entity. Indeed, GEP studies that include unsupervised hierarchical
clustering, and integrated genetic/epigenetic analysis—including
the more recent classification based on high-throughput methy-
lome data [12]—have identified at least three distinct molecular
subtypes of CC [7,9–13]. Therefore, CC should no longer be
considered as a homogeneous entity. However, the molecular
classification of CC currently used, which is based on a few
common DNA markers (MSI, CpG island methylator phenotype
[CIMP], chromosomal instability [CIN], and BRAF and KRAS
mutations) [9–11], needs to be refined, and a standard and
reproducible molecular classification is still not available.
In this study, we exploited a large, multicenter, and extensively
characterized series of CC samples to establish a robust molecular
classification based on genome-wide mRNA expression analysis.
Then we assessed the associations between molecular subtypes and
clinicopathological factors, common DNA alterations, and prog-
nosis. To confirm the robustness of the subtypes obtained, we
further validated our molecular classification in a large indepen-
dent set.
Methods
Ethics Committee Approval
The use of the tumor collection was approved by the following
ethics committees and institutional boards: lle de France II (2008-
135; AFSSAP 2008-A01058-47), Marseille (PHRC2005, COS-
IPC of 27 September 2007), Strasbourg (Comite´ Consultatif de
Protection des Personnes dans la Recherche Biomedicale d’Alsace,
2004-63 and CPP-EST4 [DC-2009-1016 and AC-2008-438]), the
Human Research Ethics Committee of Saint-Antoine Hospital
(INCa; TUM0203—project 2010-1-RT-02), the Toulouse Hospi-
tal board (CRB–Cancer Toulouse, DC-2008-463, AC-2008-820,
CPP2), and Nice (PHRC1997, CHUNice-948). The informed
consent of the patients was recorded as required by a French law
in force until 2007. Since the last inclusion in this study was 2007,
the standard hospital blanket consent was considered sufficient.
Patients
The French national Cartes d’Identite´ des Tumeurs (CIT)
program involves a multicenter cohort of 750 patients with stage I
to IV CC who underwent surgery between 1987 and 2007 in
seven centers. Fresh-frozen primary tumor tissue samples were
retrospectively collected at the Institut Gustave Roussy (Villejuif),
the Hoˆpital Saint Antoine (Paris), the Hoˆpital Europe´en Georges
Pompidou (Paris), the Hoˆpital de Hautepierre (Strasbourg), the
Hoˆpital Purpan (Toulouse), and the Institut Paoli-Calmettes
(Marseille), and prospectively collected at the Centre Antoine
Lacassagne (Nice). Patients who received preoperative chemother-
apy and/or radiation therapy and those with primary rectal cancer
were excluded from this study. Clinical and pathologic data were
extracted from the medical records and centrally reviewed for the
purpose of this study. Patients were staged according to the
American Joint Committee on Cancer tumor node metastasis
(TNM) staging system [2] and monitored for relapse (distant and/
or locoregional recurrence; median follow-up of 51.5 mo). Patient
and tumor characteristics are summarized in Table 1 and detailed
in Table S1.
Of the 750 tumor samples of the CIT cohort, 566 fulfilled RNA
quality requirements for GEP analysis (Figure S1). The 566
samples were split into a discovery set (n=443) and a validation set
(n=123), well balanced for the main anatomoclinical character-
istics (Table 1). The validation set also included 906 CC samples
available from seven public datasets (GSE13067, GSE13294,
GSE14333, GSE17536/17537, GSE18088, GSE26682, and
GSE33113). These datasets corresponded to all available public
datasets fulfilling the following criteria: available GEP data
obtained using a similar chip platform (Affymetrix U133 Plus
2.0 chips) with raw data CEL files, and tumor location and either
common DNA alteration (n=457) and/or patient outcome
(n=449) data available. Within the discovery (n=443) and the
validation (n=1,029) sets, 359 and 416 patients with stage II–III
CC and documented relapse-free survival (RFS) were available for
survival analysis, respectively (Figure S1). The dataset from The
Cancer Genome Atlas (TCGA) [13], although obtained using a
non-Affymetrix platform and therefore analyzed separately, was
added to the validation set because of the extensive DNA
alteration annotations provided for 152 CC samples.
Gene Mutations, MMR Status, and CIMP Analysis
The seven most frequent mutations in codons 12 and 13 of
KRAS were assessed as previously described [14]. The BRAF
c.1799T.A (p.V600E) mutation was assessed by allelic discrim-
ination using TaqMan probes and the same protocol as that for
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KRAS mutations. TP53 mutations (exons 4–9) were assessed as
previously described [15]. MSI was analyzed using a panel of five
different microsatellite loci from the Bethesda reference panel [16].
MSI-high tumors were further classified as deficient MMR
(dMMR), and both MSI-low and MSS tumors as proficient
MMR (pMMR). CIMP status was determined using a panel of five
markers (CACNA1G, IGF2, NEUROG1, RUNX3, and SOCS1)
as previously described [17]. Experimental procedures are detailed
in Text S1. Common DNA alterations are summarized in Table 1
and detailed in Table S1.
Gene Expression Analysis
The GEP of 566 primary CC samples were determined on
Affymetrix U133 Plus 2.0 chips. For 19 patients, adjacent non-
tumor tissue (normal tissue [NT]) was also available and was
tested. The methods used for RNA purification, quality control,
fluorescent probe production, hybridization, and raw data
processing were as previously described [18]. Each dataset was
normalized independently in batches using the robust multi-array
average method implemented in the R package affy [19]. For the
CIT dataset, residual technical batch effects were corrected using
the ComBat method implemented in the SVA R package [20].
Data are available via the NCBI Gene Expression Omnibus
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/; accession number
GSE39582).
Array-Based Comparative Genomic Hybridization
Analysis
A total of 464 of the 750 primary CC samples from the CIT
cohort could be analyzed for array-based comparative genomic
hybridization (CGH) on a BAC array containing 4,434 bacterial
artificial chromosome clones with a median resolution of 0.6 Mb.
Table 1. Patient and tumor characteristics of the different sets.
Characteristics
CIT Cohort
Patients
(n=750)
CIT Discovery
Dataset
(n=443) Validation Datasets
CIT Cohort p-
Value
All Cohorts
p-Value
CIT (n=123) Public (n=906)
Mean age (sd, range), years 67 (14, 19–97) 67 (14, 22–97) 68 (12, 42–90) 68 (13, 23–95) 0.21 0.25
Sex (male/female) (percent) 429/321 (57/43) 237/206 (53/47) 73/50 (59/41) 347/330 (51/49) 0.24 0.24
TNM stage (percent)
I 52 (7) 27 (6) 10 (8) 48 (11) 0.058 ,0.001
II 351 (47) 198 (45) 66 (54) 205 (46)
III 265 (35) 164 (37) 41 (33) 113 (25)
IV 82 (11) 54 (12) 6 (5) 83 (18)
NA 0 0 0 457
Location (percent)
Proximal 305 (41) 176 (40) 48 (39) 125 (51) 0.97 0.014
Distal 445 (59) 267 (60) 75 (61) 122 (49)
NA 0 0 0 659
Adjuvant chemotherapya (percent)
Yes 257 (42)b 161 (45)b 42 (40)b 91 (51) 0.42 0.31
No 357 (58) 200 (55) 64 (60) 87 (49)
NA 2 1 6 140
Median follow-up (sd, range), months 51.5 (37, 0–201) 50 (39, 0–201) 58 (37, 0–146) 48 (26, 0–143) 0.33 ,0.001
Relapsea (percent)
Yes 179 (29) 109 (30) 30 (29) 75 (24) 0.81 0.08
Distant/locoregional/both 149/23/7 83/22/4 29/0/1 —
No 428 (71) 250 (70) 72 (71) 239 (76)
NA 9 3 5 4
dMMR (percent) 118/701 (17) 61/409 (15) 14/110 (13) 126/418 (30) 0.67 ,0.001
CIMP+ (percent) 102/555 (18) 74/380 (19) 17/116 (15) — 0.3 —
KRAS-mutant (percent) 261/680 (38) 172/392 (41) 45/121 (37) — 0.57 —
BRAF-mutant (percent) 70/634 (11) 44/424 (11) 7/120 (6) — 0.12 —
TP53-mutant (percent) 226/451 (50) 135/245 (55) 55/106 (52) — 0.66 —
p-Values are Chi-squared test p-values comparing the discovery and validation sets in the CIT cohort only and in all cohorts (excluding samples for which data were not
available).
aAmong patients with stage II–III CC.
bOnly fluorouracil and folinic acid.
NA, not available; sd, standard deviation.
doi:10.1371/journal.pmed.1001453.t001
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DNA labeling, hybridization, and data processing were as
previously described [21]. CIN was defined from CGH profiles:
samples with at least 20% gain or loss of whole chromosomes or
fractions of chromosomes were scored as CIN+ (see Text S1 for
details).
Unsupervised Subtype Discovery Based on Gene
Expression Analysis
Unsupervised classification of the discovery set was performed
using hierarchical clustering (Ward linkage and 1 2 Pearson
correlation coefficient distance used) on the most variant class of
probe sets (n=1,459). To obtain a robust classification, we used a
consensus unsupervised approach [22] implemented in the R
package ConsensusClusterPlus. The consensus clusters were
obtained from 1,000 resampling iterations of the hierarchical
clustering, by randomly selecting a fraction of the samples and of
the most variant probe sets (90%). The optimal number of clusters
was selected according to the approach criteria detailed in Text
S1.
Validation Set Subtype Assignment
Validation datasets were independently assigned to GEP
subtypes according to a standard distance-to-centroid approach
[23]. A centroid-based predictor was built by a 10-fold cross-
validation approach, resulting in the selection of the five top up-
regulated and five top down-regulated genes specific to each
subtype, yielding 57 genes (three genes were shared by two
subtypes). The approach was implemented in the R package
citccmst, and is detailed in Text S1.
Molecular Subtype Characterization
The Chi-squared test and logistic regression were used to study
associations between anatomoclinical features, common DNA
alterations, and subtypes. Each molecular subtype was further
characterized according to (i) GEP of NT counterparts from our
dataset; (ii) previously published supervised signatures based on
intestinal stem cell phenotype [24,25], BRAF mutation [26], and
serrated CRC phenotype [27], as described in Text S1; (iii)
cancer-relevant signaling pathways retrieved from the Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes (see Text S1); and (iv) CGH
alteration frequencies.
Recurrence Risk Group Assignment according to Other
Molecular Predictors
The ColoPrint and Oncotype DX prognostic classifiers [7,8]
were adapted and applied to our overall datasets as described in
Text S1.
Survival Analysis
Survival analysis was intentionally restricted to the subgroup of
patients with stage II–III tumors because reliable prognostic
biomarkers are most needed for these patients. Indeed, most stage
I patients will not derive benefit from adjuvant chemotherapy
because of their excellent prognosis after curative surgery, and
most stage IV patients, already metastatic, will die from their
disease and therefore should be analyzed independently for
progression-free survival. RFS was defined as the time from
surgery to the first recurrence and was censored at 5 y. Survival
was analyzed according to the Kaplan-Meier method, and
differences between survival distributions were assessed with the
log-rank test. Univariate and multivariate models were computed
using Cox proportional-hazards regression (R package survival)
(see Text S1 for details).
Results
Unsupervised Analysis of Gene Expression Profiles
Revealed Six Subtypes of Colon Cancer
Consensus unsupervised analysis of the GEP data from the 443
samples of the discovery set revealed six clusters of samples based
on the most variant probe sets (n=1,459): C1 (n=95, 21%), C2
(n=83, 19%), C3 (n=56, 13%), C4 (n=46, 10%), C5 (n=118,
27%), and C6 (n=45, 10%) (Figure 1; Table S2). The consensus
matrix showed that C2, C3, C4, and C6 appeared as well-
individualized clusters, whereas there was more classification
overlap between C1 and C5 (Figure 1A). Based on cluster
expression centroid classification and the gene expression heatmap
(Figure 1B and 1C), cluster C4 appeared to be the most distinct.
The other clusters subdivided into C2 and C3 on one side of the
cluster expression centroid classification (Figure 1B), and C6, C5,
and C1 on the other. The GEPs of C1 and C5 showed overlap but
displayed slightly distinct gene deregulations. This was confirmed
in the supervised selection of the cluster-discriminant probe sets
shown in the gene expression heatmap in Figure S2 and detailed in
Table S3.
Clinical and Molecular Relevance of Colon Cancer
Subtypes
Associations with anatomoclinical and DNA alterations data are
shown in Figures 1C and S3A and in Table S4. Tumors classified
as C1, C5, and C6 were more frequently CIN+, CIMP2, TP53-
mutant, and distal (p,0.001), without any other molecular or
clinicopathological features able to discriminate these three
clusters clearly. Tumors classified as C2, C4, and C3 were more
frequently CIMP+ (59%, 34%, and 18%, respectively, versus
,5% in other clusters) and proximal. C2 was enriched for dMMR
(68%) and BRAF-mutant tumors (40%). C3 was enriched for
KRAS-mutant tumors (87%). No association between clusters and
TNM stage was found, except enrichment for metastatic (31%)
tumors in C4.
The analyses of CGH arrays revealed that CIN+ samples
shared a typical DNA copy alteration pattern including +7, 28p,
+8q, +13q, 217p, 218, +20q. Differences between subtypes
mainly reflected their relative content of CIN+ samples. However,
some specific alterations were observed for the two CIN subtypes,
C5 (+2, +11, +17q) and C1 (210q, 214q, 215q) (Figure S4).
Signaling Pathways Associated with Colon Cancer
Subtypes
We analyzed cancer-related signaling pathways from the Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes database for specific
deregulation in each subtype signature (Figure 2). As expected,
up-regulated immune system and cell growth pathways were
found in C2, the subtype enriched for dMMR tumors. C4 and C6
both showed down-regulation of cell growth and death pathways
and up-regulation of the epithelial–mesenchymal transition/
motility pathways. Most signaling pathways were down-regulated
in C1 and C3. In C5, cell communication, Wnt, and metabolism
pathways were up-regulated. In C1, cell communication and
immune pathways were down-regulated.
Exploratory Analysis of Cell and Precursor Origins of the
Subtypes
These six molecular subtypes were further investigated using
GEP data from NT and previously published supervised signatures
based on DNA alterations and cellular phenotypes to explore the
subtype origins. Based on the growing amount of data suggesting
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that cancer is closely linked to stem cells, a mouse-derived
intestinal stem cell signature [24] and a human colon top and
bottom crypt signature were selected and applied to our GEP data
[25]. C4 appeared highly enriched for tumors displaying ‘‘stem
cell phenotype–like’’ GEPs (91%) and up-regulating of the bottom
crypt signature (96%). (Figure S3A). This finding was consistent
with the pathways specifically deregulated in C4 (cell cycle
pathway down-regulated and cell communication pathway up-
regulated).
As previously described for breast cancer [23], we also
investigated the existence of a ‘‘normal-like’’ subtype using the
GEP centroid from NT samples. C6 was enriched for normal-like
GEP tumors, although 86% of them were CIN+.
Serrated CC, in contrast to conventional CC, may arise through
a recently introduced serrated neoplasia pathway [27]. We
therefore applied the supervised signature, described by Laiho et
al. [27], comparing gene expression of serrated to conventional
CC to our GEP data. Most of the tumors classified as C2, C3, C4,
and C6 displayed a ‘‘serrated CC phenotype–like’’ GEP, whereas
those in C1 and C5 displayed a ‘‘conventional CC phenotype–
like’’ GEP. A strong association between BRAF mutations and the
serrated adenoma pathway has been reported [28], and a BRAF-
mutant-like supervised signature has been described by Popovici et
al. [26] that identifies a BRAF wild-type subgroup, 30% of which
were KRAS mutants and 13% of which were double wild-type CC.
This signature was also applied to our GEP data: subtypes C2, C3,
and C4 were enriched in BRAF-mutant-like GEP tumors.
A schematic summary of the subtype characteristics is shown in
Figure 3. The six subtypes were named according their main
respective biological characteristic as follows: C1, ‘‘CINImmune-
Down’’; C2, ‘‘dMMR’’; C3, ‘‘KRASm’’ (for ‘‘KRAS-mutant’’); C4
‘‘CSC’’ (for ‘‘cancer stem cell’’); C5, ‘‘CINWntUp’’; and C6,
‘‘CINnormL’’.
Validation of the Subtypes across Nine Colon Cancer
Datasets
To validate our six-subtype classification, a 57-gene centroid
classifier was built from the discovery set by a 10-fold cross-
validation approach (,5% misclassification; Figure S5; Table S5).
We applied this signature to the Affymetrix validation set of 1,029
samples (Table 1). All subtypes were found in the same proportions
as in the discovery set, and the main associations between the
different clusters and anatomoclinical/DNA/GEP characteristics
described above were confirmed (Figures S2B and S3B), except for
the enrichment of C4 with BRAF-mutant and stage IV tumors.
When applied to the Agilent TCGA dataset (n=152) [13], the
molecular and clinical characteristics of the subtypes were all
confirmed (Figure S3C). To further validate the six-subtype
Figure 1. Unsupervised gene expression analysis of the discovery set of 443 colon cancers. (A) Consensus matrix heatmap defining six
clusters of samples for which consensus values range from 0 (in white, samples never clustered together) to 1 (dark blue, samples always clustered
together). (B) Distance between clusters according to the hierarchical clustering of the 1,459 probe sets based on the centroids of each cluster. (C)
GEP heatmap of the 1,459 probe sets ordered by subtype, with annotations associated with each subtype.
doi:10.1371/journal.pmed.1001453.g001
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classification in the validation dataset, we performed the same
consensus clustering approach with the whole validation set; the
subtypes generated were highly concordant with the six assigned
subtypes (Chi-squared test, p,10216).
Prognostic Value of the Six-Subtype Classification
Further investigation of the clinical relevance of our classifica-
tion included a prognostic analysis based on RFS restricted to
stage II and III tumors. The prognosis of each of our six subtypes
in the discovery set (n=359) differed, but not significantly so, with
patients whose tumors were classified as C4 and C6 having a
relatively poorer outcome (5-y RFS rates of 52% and 61%,
respectively, compared to 70%, 77%, 65%, and 70% for C1, C2,
C3, and C5, respectively; p=0.18) (Figure 4A). The prognostic
value of the six-subtype classification was significant in the
validation set (n=416) (p=0.0009), with a worse prognosis
confirmed for patients with C4 and C6 tumors (Figure 4B); The
six-subtype classification was also significant for the discovery and
the validation sets combined (p=0.0003) (Figure 4C). To compare
the prognostic value of our classification to other prognostic
covariates, we recoded our classification by combining C4 and C6
into a single high-risk group, versus all other subtypes as the low-
risk group. This binary classification led to an even stronger
association of the high-risk group versus the low-risk group with
RFS (hazard ratio [HR] 1.7, 95% CI 1.1–2.6, p=0.014, in the
discovery set; HR 2.3, 95% CI 1.5–3.5, p=0.00012, in the
validation set; HR 2, 95% CI 1.5–2.7, p=7.161026, in the overall
dataset) (Figures 4D and S6) and remained an independent
prognostic factor, together with TNM stage, in the multivariate
analysis (discovery and validation sets analyzed separately and
merged) (Tables 2 and S6). The binary classification also remained
an independent prognostic factor (p,0.01) when common DNA
alterations (MMR status, CIMP, and BRAF and KRAS mutations)
were added to the model (Table S7).
Prognostic Classifiers within Subtypes
The Oncotype DX recurrence score [8] is an emerging
prognostic classifier, and we attempted to assess its prognostic
value with our data. This score had prognostic value in both the
discovery and validation sets, and in the overall dataset
(p=3.461026; Figure S6). In particular, 97% of the C4 samples
were classified as high risk by the Oncotype DX score. However,
this score was not prognostic for all of the subtypes (Figure S7). In
a multivariate stepwise analysis, both our recoded classification
and the Oncotype DX score remained independently prognostic,
together with TNM stage (Table 2).
We also attempted an exploratory analysis of the signature
described by Salazar et al. [7] by investigating 17 of the 18 probe
sets available on the Affymetrix U133 Plus 2.0 chips. We found no
significant prognostic value of this 17-gene expression signature in
our series (Figure S6).
Discussion
Using a large comprehensively characterized multicenter cohort
of CC patients, we identified six robust molecular subtypes of CC
Figure 2. Signaling pathways associated with each molecular subtype. The enrichment of Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
(KEGG) and GeneOntology (GO) pathways and gene sets related to cancer hallmarks was tested in each subtype signature (1,000 top differentially up-
and down-expressed genes, separately). The hypergeometric test p-values for enrichment in up- and down-regulated signatures are indicated in red
and green, respectively. ECM, extracellular matrix.
doi:10.1371/journal.pmed.1001453.g002
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individualized by distinct clinicobiological characteristics. Impor-
tantly, this six-subtype classification was validated in nine
independent datasets. Furthermore, classification into high- and
low-risk subtypes was of prognostic value.
Although retrospective, our cohort was very representative of
the clinicopathological characteristics and common DNA alter-
ation frequencies observed in the population of patients with CC.
Our findings clearly demonstrate that anatomoclinical factors
and common DNA alterations alone are helpful for highlighting
subtype characteristics, but they are not sufficient to define
boundaries between subtypes and to describe the molecular
heterogeneity of CC. Our classification successfully identified the
dMMR tumor subtype, and also individualized five other distinct
subtypes among pMMR tumors, including three CIN+ CIMP2
subtypes representing slightly more than half of the tumors. As
expected, mutation of BRAF was associated with the dMMR
subtype, but was also frequent in the C4 CIMP+ poor prognosis
subtype. TP53- and KRAS-mutant tumors were found in all the
subtypes; nevertheless, the C3 subtype, highly enriched in KRAS-
mutant CC, was individualized and validated, suggesting a specific
role of this mutation in this particular subgroup of CC. There was
no significant association between our classification and patholog-
ical stage, suggesting that tumor subtype is established at the initial
stages.
Exploratory analysis of each subtype GEP with previously
published supervised signatures and relevant deregulated signaling
pathways improved the biological relevance of the classification.
Indeed, this analysis suggested that different types of CC may arise
from distinct cell origins, and distinguished between the two main
pathways, defined as the serrated and the conventional precursor
neoplasia pathways. Interestingly, we not only individualized the
dMMR subtype among the serrated precursor neoplasia subtypes,
but also within the C4 CSC and the C3 KRASm subtypes. This
finding is consistent with the serrated polyp classification showing
two main groups: the sessile serrated adenomas, commonly
associated with dMMR tumors, and the traditional serrated
adenomas, commonly associated with KRAS-mutant tumors [29].
However, the proportion of serrated precursor neoplasia tumors
that we found was higher than expected, indicating that further
pathological investigations are required.
Another interesting finding is the reproducible association
between the stem cell signature and the poor prognosis C4
subtype. Almost half of the top genes deregulated in C4—
including secreted frizzled-related protein 2 (SFRP2), described as a key
factor in stem cell regulation [30] and belonging to the Frizzled
gene family, and growth arrest-specific 1 (GAS1)—were included in
the poor prognosis cluster signature reported by Oh et al. [31];
these genes may therefore be markers of the aggressiveness of CC
cells and may constitute potential therapeutic targets.
The C6 CINnormL subtype was more difficult to characterize; it
belongs to the CIN+ subgroup but has a GEP and RFS that are
distinct from those of the other two CIN subtypes. Several genes
up-regulated in C6, in particular carbonic anhydrase II (CA2) and
solute carrier family 4, sodium bicarbonate cotransporter, member 4
(SLC4A4), were also included in the prognostic classifier described
by Lin et al [32].
The two other CIN subtypes, C1 and C5, were more difficult to
distinguish from each other. They show common clinical and
DNA alteration characteristics. They share some gene expression
patterns, leading to lower co-classification rates than for the other
subtypes. Moreover, these two subtypes are combined if the
number of clusters is set to five instead of six. As a result, the
Figure 3. Summary of the main characteristics of the six subtypes. Symbols correspond to the relative frequency within the subtype (o: very
low frequencies [,0%]; +++: very high frequencies; +/++: intermediate frequencies), and arrows indicate significant enrichment of subtype up- and
down-regulated genes in most of the pathways of the given category. EMT, epithelial–mesenchymal transition; SC, stem cell; Wnt pw, Wnt pathway.
doi:10.1371/journal.pmed.1001453.g003
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division of C1 and C5 into two distinct subtypes can be questioned
(Figure S8). However, the C1 and C5 subtypes are also clearly
associated with distinct gene expression signatures (Table S3;
Figure S2) and display specific pathway deregulation (immunity
and epithelial–mesenchymal transition pathways; Figure 2). In
addition, only four out of 507 samples in the validation set
classified as subtype C1 or C5 had a mixed assignment C1/C5, as
a result of being close to both the C1 and C5 centroids (see Text
S1). Altogether, these observations supported these two clusters
being representative of two distinct molecular entities.
The biological relevance of our subtypes was highlighted by
significant differences in prognosis. In our unsupervised hierar-
chical clustering, patients whose tumors were classified as C4 or
C6 had poorer RFS than the other patients. Thus, our study, like
others [7,31], supports the idea that the unsupervised analysis of
transcripts in primary tumors yields information of prognostic
value. The prognostic value of our signature was statistically
significant in the validation and the overall datasets, independently
of TNM stage, with a worse prognosis confirmed for C4 and C6
subtypes. Subtype C4 was enriched in CIMP+ BRAF-mutant
tumors and may correspond to the poor prognostic cluster
reported by Salazar et al. containing the same proportion of
BRAF-mutant tumors [7].
Prognostic analyses based solely on common DNA alterations
can distinguish between risk groups, but are still inadequate, as
most CCs are pMMR CIMP2 BRAFwt (75% in our series; data
not shown). Indeed, the markers BRAF-mutant, CIMP+, and
dMMR may be useful for classifying a small proportion of cases,
but are uninformative for a large number of patients. This was
illustrated in the study by Salazar et al. in which BRAF mutation
was found in both good and poor outcome clusters, but was rare in
the intermediate prognosis cluster used to build the ColoPrint
prognostic classifier [7].
The ColoPrint and Oncotype DX prognostic classifiers were
developed recently to improve risk prediction in early-stage CRC
[7,8]. ColoPrint was validated in three independent datasets of
stage II–IIIA CC, and the robustness of the signature is currently
being evaluated prospectively [33,34]. The corresponding 17
probe sets available on Affymetrix chips did not identify risk
groups in our series (data not shown). Oncotype DX has been
validated as a prognostic score in the QUASAR and CALGB9581
trials, and more recently in an independent cohort of patients with
Figure 4. Kaplan-Meier relapse-free survival. This figure shows RFS in (A) the discovery dataset, (B) the validation dataset, (C) the overall
dataset, and (D) the overall dataset for C4 and C6 subtypes combined versus the other subtypes; the numbers at risk on the time axis are given.
doi:10.1371/journal.pmed.1001453.g004
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stage III CC [35–37]. Although not identified by a genome-wide
gene expression approach, the Oncotype DX score’s prognostic
value was confirmed in our overall stage II–III CC dataset but not
in every subtype: it had prognostic value for the C3, C4, and C6
subtypes, and marginally in C5; it did not have prognostic value in
C1 and C2, which represent 44% of our overall dataset. Our
classification added prognostic information that remained signif-
icant in the multivariate analysis adjusted for TNM and Oncotype
DX score. This suggests that the ‘‘one size fits all’’ prognostic
signature approach can be difficult to apply because of the
heterogeneity of CC. This may explain, in part, the poor
concordance of GEP prognostic signatures in CC [38].
Our multivariate analysis has some limitations. In particular,
some established predictors of CC prognosis, notably tumor grade
and number of nodes examined, were not included because this
information was not available for a substantial proportion of cases
[39]. Thus, the significance and robustness of the signature as a
prognostic classification requires further confirmation, ideally with
large prospective patient cohorts included in adjuvant trials.
In conclusion, we report a new classification of CC into six
robust molecular subtypes that arise through distinct biological
pathways and represent novel prognostic subgroups. Our study
clearly demonstrates that these gene signatures reflect the
molecular heterogeneity of CC. This classification therefore
provides a basis for the rational design of robust prognostic
signatures for stage II–III CC and for identifying specific,
potentially targetable markers for the different subtypes.
Supporting Information
Figure S1 Discovery and validation sets used in the
study. The data used in this study were collected from the CIT
program cohort (a French multicenter cohort) and from publicly
available datasets. There were 750 CC samples from the CIT
program suitable for common DNA alteration characterization,
and 566 of these provided tumor RNA samples satisfying stringent
quality control criteria. These RNA were hybridized on an
Affymetrix chip (asterisk) and used for molecular subtype
determinations. The discovery set was composed of 443 tumors
from the CIT cohort. The validation set was composed of the
remaining CIT cohort CC samples, CC samples from seven
Affymetrix publicly available datasets (indicated with their NCBI
GEO accession number), and CC samples from the non-
Affymetrix TCGA program (performed on an Agilent platform).
For survival analyses, only stage II and III patients were
considered, stage I and IV patients not being informative as
almost all survive or die, respectively; there were thus 359 cases in
the CIT discovery set and 416 in the CIT validation set and three
public datasets included in this analysis. pbs, probe sets.
(PDF)
Figure S2 Heatmaps of subtype-discriminant probe set
expression profiles in the discovery set and in the
Affymetrix validation set. (A) Heatmap of the discovery set
samples ordered according to gene hierarchical clustering (1 2
Pearson metric, Ward linkage) and by subtypes. (B) Heatmap of
Affymetrix validation set samples ordered as in (A). For each
subtype, discriminant probe sets were selected from the discovery
set using a moderated t-test, comparing the given subtype to the
other subtypes, with an adjusted p,1025 and a |log fold
change|.0.5, yielding 1,108 discriminant probe sets.
(PDF)
Figure S3 Associations between molecular subtypes and
anatomoclinical characteristics, DNA alterations, and
supervised signature annotations in the discovery and
validation sets. Associations were assessed in (A) the Affymetrix
discovery set, (B) the Affymetrix validation set, and (C) the TCGA,
non-Affymetrix, validation set. For each subtype and variable, the
proportion of each modality is represented (dark grey: ‘‘positive/
true/yes’’ proportion; white: ‘‘negative/false/no’’ proportion;
grey: ‘‘data not available’’ proportion), and the percent of the
main feature (dark grey) within each subtype is indicated. The
Chi-squared test p-values are indicated in red.
(PDF)
Figure S4 Subtype genomic alteration profiles along the
genome. CC molecular subtypes present different copy-number-
change profiles. The profiles were established using genome-wide
array-based CGH available for 356 samples. (A) Frequencies of
gains (frequency.0) and losses (frequency,0) observed at a given
location on the genome are shown for all samples (first row; darker
bars are loci with an alteration frequency higher than 20%) and by
subtype (darker bars are significantly differentially altered regions,
displayed in [B]). (B) Subtype-specific genomic regions of copy-
number change. Bars represent significant p-values (adjusted p-
value,0.01), after a logarithmic transformation, for the differences
in the proportions of samples with each chromosomal abnormality
between the different subtypes. For all samples, regions having an
alteration frequency higher than 20% are displayed.
(PDF)
Figure S5 Determination of subtype prediction cen-
troids. (A) Percentage of misclassification of the discovery set as a
function of the number of top up- and down-regulated gene pairs
used in the centroids. Misclassification is computed for the
validation set by a 10-fold cross-validation procedure and is
plotted by subtype (top) and averaged (bottom). (B) Heatmap of
the 57-gene centroids used to assign a new dataset.
(PDF)
Figure S6 Prognostic value of the recoded CIT classifi-
cation and of the Oncotype DX–like and Coloprint-like
prognostic classifiers in the discovery and validation sets
for patients with TNM stage II or III CC. RFS according to
the recoded molecular subtype classification (C4/C6 subtypes
versus other subtypes) in each TNM stage category (left, TNM II;
middle, TNM III; right, TNM II–III), RFS of high- and low-risk
patients as predicted by the Oncotype DX–like classifier, and RFS
of patients belonging to cluster 1 and cluster 2 of the ColoPrint 17-
gene expression signature in the discovery set (top), the validation set
(middle), and the both datasets combined (bottom).
(PDF)
Figure S7 Prognostic Oncotype DX–like classifier with-
in each CIT molecular subtype in the combined
discovery and validation sets. RFS curves of high- and
low-risk patients as predicted by the Oncotype DX–like classifier
within each of the six CIT molecular subtypes.
(PDF)
Figure S8 Selection of the number of clusters. (A)
Cumulative distribution function plot for each tested number of
clusters; (B) cumulative distribution function delta area plot; (C)
consensus matrix for different numbers of clusters (k=5 to 8).
(PDF)
Table S1 Patient and tumor characteristics. CIMP+/2,
3–5 methylated markers/0–2 methylated markers; CIN+/2,
CIN.20%/CIN#20%; F/M, female/male; WT/M, wild-type/
mutant.
(XLS)
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Table S2 List of the 1,459 most variant probe sets used
to perform unsupervised analysis. The GeneCluster column
corresponds to the gene cluster letters in Figure 1; logFC_CjvsCx
corresponds to the gene expression log2 fold changes of subtype Cj
versus the other subtypes; adjpv.CjvsCx corresponds to the
adjusted p-values of the moderated t-test comparing Cj versus
the other subtypes.
(XLS)
Table S3 List of the 1,108 subtype-discriminant probe
sets. For each subtype, discriminant probe sets were selected from
the discovery set using a moderated t-test, comparing a given
subtype to the other subtypes (adjusted p,1025 and a |log fold
change|.0.5), yielding 1,108 discriminant probe sets. The
GeneCluster column corresponds to the gene cluster letters in
Figure S2; logFC_CjvsCx corresponds to the gene expression log2
fold changes of subtype Cj versus the other subtypes; adjpv.CjvsCx
corresponds to the adjusted p-values of the moderated t-test
comparing Cj versus the other subtypes.
(XLS)
Table S4 Associations of anatomoclinical characteris-
tics, DNA alterations, and supervised signature annota-
tions with the six subtypes based on logistic regression.
Associations were assessed by logistic regression using a multino-
mial logit model (function mlogit, R package mlogit).
(XLS)
Table S5 List of the 57 genes used to assign subtypes.
The 57 genes selected to build the subtype predictor, given with
each subtype’s centroid values.
(XLS)
Table S6 Univariate and multivariate Cox analyses
including the classification and clinical annotations.
Associations of the classification and clinical annotations with RFS
were assessed by Cox proportional-hazards regression analyses on
(A) the discovery set, (B) the validation set, and (C) both sets.
Univariate Cox analyses were performed on each variable
independently. The best multivariate model was determined by
using a backward–forward selection approach to restrict the
multivariate model to the most informative variables for the subset
of samples for which all the variables were available. Value
indicates the modality of the annotation associated with the HR.
H.R., Cox HR.
(XLS)
Table S7 Univariate and multivariate Cox analyses
including the classification and other molecular anno-
tations. Associations with RFS of the six-subtype classification—
including BRAF, KRAS, and TP53 mutations, MMR status, and
CIMP status—were assessed by Cox proportional-hazards regres-
sion analyses on the discovery set. Univariate Cox analyses were
performed on each variable independently. The best multivariate
model was determined by using a backward–forward approach to
restrict the multivariate model to the most informative variables
for the subset of samples for which all the variables were available.
The TP53 mutation variable was excluded from the multivariate
analysis, as only 201 samples were characterized and as it was not
significantly associated to outcome. Value indicates the modality of
the annotation associated with the HR. H.R., Cox HR.
(XLS)
Text S1 Supplementary methods.
(PDF)
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Editors’ Summary
Background. Cancer of the large bowel (colorectal cancer)
is the third most common cancer in men and the second
most common cancer in women worldwide. Despite recent
advances in the screening, diagnosis, and treatment of
colorectal cancer, an estimated 608,000 people die every
year from this form of cancer—8% of all cancer deaths. The
prognosis and treatment options for colorectal cancer
depend on five pathological stages (0–IV), each of which
has a different treatment option and five year survival rate,
so it is important that the stage is correctly identified.
Unfortunately, pathological staging fails to accurately predict
recurrence (relapse) in patients undergoing surgery for
localized colorectal cancer, which is a concern, as 10%–
20% of patients with stage II and 30%–40% of those with
stage III colorectal cancer develop recurrence.
Why Was This Study Done? Previous studies have
investigated whether there are any possible gene expression
profiles (identified through microarray techniques) that can
help predict prognosis of colorectal cancer, but so far, there
have been no firm conclusions that can aid clinical practice.
In this study, the researchers used genetic information from
a French multicenter study to identify a standard, reproduc-
ible molecular classification based on gene expression
analysis of colorectal cancer. The authors also assessed
whether there were any associations between the identified
molecular subtypes and clinical and pathological factors,
common DNA alterations, and prognosis.
What Did the Researchers Do and Find? The researchers
used genetic information from a cohort of 750 patients with
stage I to IV colorectal cancer who underwent surgery
between 1987 and 2007 in seven centers in France. The
researchers identified relevant clinical and pathological
staging information for each patient from the medical
records and calculated recurrence-free survival (the time
from surgery to the first recurrence) for patients with stage II
or III disease. In the genetic analysis, 566 tumor samples were
suitable—443 were used in a discovery set, to create the
classification, and the remainder were used in a validation
set, to test the classification. The researchers also used
information from eight public datasets to validate their
findings.
Using these methods, the researchers classified the colon
cancer samples into six molecular subtypes (based on gene
expression data) and, on further analysis and validation, were
able to distinguish the main biological characteristics and
deregulated pathways associated with each subtype. Impor-
tantly, the researchers found that that these six subtypes
were associated with distinct clinical and pathological
characteristics, molecular alterations, specific gene expres-
sion signatures, and deregulated signaling pathways. In the
prognostic analysis based on recurrence-free survival, the
researchers found that patients whose tumors were classified
in one of two clusters (C4 and C6) had poorer recurrence-free
survival than the other patients.
What Do These Findings Mean? These findings suggest
that it is possible to classify colorectal cancer into six robust
molecular subtypes that might help identify new prognostic
subgroups and could provide a basis for developing robust
prognostic genetic signatures for stage II and III colorectal
cancer and for identifying specific markers for the different
subtypes that might be targets for future drug development.
However, as this study was retrospective and did not include
some known predictors of colorectal cancer prognosis, such
as tumor grade and number of nodes examined, the
significance and robustness of the prognostic classification
requires further confirmation with large prospective patient
cohorts.
Additional Information. Please access these websites via
the online version of this summary at http://dx.doi.org/10.
1371/journal.pmed.1001453.
N The American Cancer Society provides information about
colorectal cancer and also about how colorectal cancer is
staged
N The US National Cancer Institute also provides information
on colon and rectal cancer and colon cancer stages
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TEXT S1. SUPPLEMENTARY METHODS 
 
 
Molecular Characterizations 
MMR Status determination  
Microsatellite instability was analyzed using a panel of five different microsatellite loci from 
the Bethesda reference panel [1].	  Tumors were characterized on the basis of high-frequency 
MSI (MSI-H) if two or more of the five markers showed instability, low-frequency MSI 
(MSI-L) if only one of the five markers showed instability, and MSS if none of the five 
markers showed instability. MSI-H tumors were further classified as deficient MMR 
(dMMR), and both MSI-L and MSS as proficient MMR (pMMR).  
 
CIMP Status determination 
The CIMP status was determined using the panel of five markers described in Weisenberg et 
al [2]: CACNA1G, IGF2, NEUROG1, RUNX3 and SOCS1. After DNA bisulfite treatment, 
two multiplex methylation-specific PCR were performed. Fragment analysis was carried out 
by capillary electrophoresis on automatic sequencer (Beckman Coulter®, Danvers, MA, 
USA). Methylator phenotype positive cases (CIMP +) had ≥ 3 methylated promoters while 
CIMP - ones had less than 2 methylated promoters, according to established criteria (22). 
 
Chromosomal Instability (CIN) Status definition 
The CIN status was assigned according to CGH alteration profile.  A CIN rate was designed 
as the mean of the per chromosome rate of gained or lost clones (mean(number of clones with 
a Gain or Loss/total number of clones of the chromosome)). A tumor having an alteration rate 
superior to 20% was considered CIN+, otherwise CIN-. This cut-off of 20% was chosen 
based on unsupervised hierarchical clustering of GNL profiles, which delimited a group of 
tumors with no/very low instability, which displayed a CIN rate inferior to 20%.  
 
 
Gene expression data normalization 
The CIT cohort CEL files were first normalized using the Robust Multi-array Average 
(RMA) [3] method implemented in the R package affy. Then to remove potential multicenter 
batch effects, data were corrected using ComBat method [4] implemented in the R package 
sva, with Centre and RNA extraction method as batch effects and with tumoral and MMR 
status as features of interest. 
Each Affymetrix public datasets used for validation were independently normalized by the 
RMA method as well.  
 
 
Molecular subtype determination 
Unsupervised Probe set selection 
The 1459 probe sets used for subtype determination fulfill the three following criteria: 
(1) to be expressed in at least 5% of the samples (i.e. 5th decile of normalized intensities 
across samples > log2(15)) 
(2) to have a variance significantly different from the median variance of all probe sets (i.e. 
variance test p-value<0·01) 
Variance test: For each probe set (P) we tested whether its variance across samples was 
different from the median of the variances of selected probe sets in (1). The statistic 
used was ((n-1)×Var(P) / Varmed), where n refers to the number of samples. This 
statistic was compared to a percentile of the Chi-squared distribution with (n-1) degrees 
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of freedom (this criteria is used in the BRB ArrayTools filtering tool, described in the 
User’s Manual [5]) and yielded a p-value for each probe set. 
(3) to have a high robust coefficient of variation (rCV > 0·186). 
rCV : rCV for each probe set was calculated by dividing the standard deviation by the 
mean, eliminating the highest and lowest expression value across the samples for each 
probe set. 
rCV threshold determination : the cut-off point was defined using Gaussian mixture 
model clustering approach (R package mclust [6]) which defined 4 groups of rCV, the 
most variant one containing 1459 probe sets, the minima rCV being 0·186. 
 
Consensus Unsupervised class discovery approach 
The subtypes were determined using the consensus clustering approach described in Monti et 
al [7] and implemented in the R package ConsensusClusterPlus [8]. In brief, a clustering 
analysis is performed n times on subsets of the probe sets and of the samples selected 
randomly. Then all derived partitions for a given number of clusters k are summarized by 
clustering the (samples x samples) co-classification matrix*. The whole data were first gene 
median centered and the parameters used were set as follows:  
- Clustering algorithm: hierarchical clustering 
- Clustering metrics: (1-Pearson correlation) distance and Ward linkage 
- n resamplings: 1000 
- Proportion of samples and probe sets used in each resampling: 90%,  
- k tested: from 2 to 8.  
As described in Monti et al, [7] the choice of the number of clusters can be based on the delta 
area plot and should correspond to the number of clusters k where the Cumulative distribution 
(CDF) levels off and the corresponding relative increase in the CDF area gets closes to zero. 
Following this procedure, in our case, several values of k could reasonably have been selected 
(Figure S7), and, at inspecting the consensus matrices progression as suggested, the more 
balanced partition appeared to be for k=6. 
 
* giving for each pair of samples the proportion of partitions in which these two samples were 
co-clustered. 
 
 
Molecular subtype prediction 
To assign a subtype to each sample from the validation series, we developed a centroid-based 
predictor using the most discriminating probe sets (over and under expressed) of each 
subtype. 
The selection of the probe sets used in the centroids was performed among the probe sets 
selected in the 2 first steps of the subtype determination approach and having an Affymetrix 
grade A annotation (NetAffx [9] Annotations version na31 were used) and then as follows for 
each subtype: 
- Probe sets significantly differentially expressed in samples of the given subtype 
compared to samples of other subtypes according to the Limma moderated t-test [10] 
or the Welch t-test (adjusted p-value<1e-5 and |log2 fold change|>0·5) were retained 
- Then the selected probe sets were ordered according to their AUC score (computed 
using the R package PresenceAbsence [11]) and only those with a score superior to 0.7 
were kept.  
- To avoid the selection of highly correlated probe sets (redundancy) we clustered probe 
sets using hierarchical clustering (distance=1-Pearson, linkage method=Ward), cut the 
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tree to isolate uncorrelated clusters (tree cut-off (1-correlation) = 0.9) and kept one 
probe set per cluster, the one having the best AUC and a gene symbol annotation. 
-  To select the probe sets to use in the centroid, we proceeded by a 10-fold cross-
validation approach. The discovery dataset was split into 10 subsets. The top up/down 
regulated pairs of probe sets were used to build centroids on 9 of the 10 subsets and 
the assignment (see below) was then computed on the remaining subset. This 
procedure was repeated for each subset and for each number of probe set pairs tested 
(from 1 to 10). The lowest global misclassification was obtained for 5 top up/down 
pairs (Figure S4A). 
 
This procedure yields 57 probe sets (corresponding to 57 unique genes), 3 probe sets being 
specific to several subtypes but with inverted regulation (Table S2, Figure S4B). 
 
Then using those probe sets, 6 centroids were computed on the gene-median centered 
discovery dataset and for each validation dataset (RMA normalized and gene-median 
centered), the distance to the 6 centroids of each sample was computed and samples were 
assigned to the closest centroid subtype. The decision rule was based on the diagonal 
quadratic discriminant analysis method (DQDA) and is defined as follows:  
 
 
 
where N is the number of genes (here N=57), x the expression normalized values, µj,i and νj,i 
the mean and the variance of the gene i across samples of the subtype j from the discovery 
data set (i.e. the centroid).  
The confidence of the prediction was evaluated by identifying outliers (too distant samples) 
and mixed assignment samples (when a sample is close to several centroids). More 
specifically, a sample is said to be an outlier if its distance to the closest centroid is superior to 
n times the median absolute deviation (mad) of the distances of the samples used to compute 
the centroid; n is defined as the maximum (distances to centroid-mediandistances to 
centroid)/maddistances to centroid). A sample has a mixed assignment if the difference of its distance 
to centroid is inferior to the 1st decile of the difference between centroids on data used to 
compute centroids.  
Among the 1029 samples of the validation data set, only 13 samples had an uncertain 
assignment and no outliers were found.  
The subtype prediction procedure is implemented in the R package citccmst that will be 
available at the R CRAN repository (http://cran.r-project.org/). 
 
N.B.: This prediction procedure has been designed from Affymetrix U133P2 data set and 
applied to Affymetrix U133P2 data sets so the prediction of other platform datasets should 
require caution and adjustment (as gene symbol mapping, re-computing the centroid using 
those selected genes and using another distance metrics).  
 
 
Molecular subtype characterization 
i) Non-tumoral Colonic Mucosa GEP tumors: 
To evaluate the similarity of GEP tumors to colon normal tissue, the distance of each tumor 
samples to the centroid of the 1459 probe sets of the normal mucosa samples was computed. 
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A tumor was assigned Normal-like GEP if its distance was amongst the 25% closest to the 
NC centroid (metrics 1-Pearson correlation, Ward linkage, median gene centered data). 
 
ii) Annotation with published supervised signatures 
Tumors were assigned to molecular and cellular phenotypes as follows: 
For all signatures used, genes were matched to our probe sets by the Gene Symbol annotation 
and only the most variant probe set (maximal rCV) was selected.  
 
Stem cell signature up regulated tumors: 
The signature used is the Merlos-Suarez et al [12] Intestinal Stem Cells (ISC) signature (in 
their table S1). As describe in their article, an ISC score was computed by gene centering the 
data (median) and computing the mean expression of all genes of the signature. A tumor was 
assigned Stem Cell signature up regulated when this score was superior to the mean of all 
scores. 
 
Cell from crypt signature up regulated tumors:  
The signature used is composed of a selection of the genes highly up regulated in bottom 
crypt given in Kosinski et al [13] (in their table 3, p-value paired t-test < 1e-5 and |logFC|>2). 
As only some of those genes were highly up regulated in our tumors, a hierarchical clustering 
approach was preferred over mean expression score and allows us to divide our samples into 
2 groups, those with a subset of those bottom gene highly up regulated were assigned Crypt 
Cell Signature up regulated. 
 
Popovici BRAF mutated like tumors:  
As described in their article [14], the genes given in the Table 2 were used and if the mean of 
G1 genes was smaller than the mean of G2 the tumor was assigned BRAFm-like. 
 
Laiho et al Serrated CRC tumors: 
A centroid of the probe sets of their signature [15] (Table S3) was computed on the original 
data set (GSE4045) and our tumors were assigned Serrated or Conventional adenoma 
depending on the distance to the closest centroid (metrics 1-Pearson correlation, median gene 
centered). 
 
iii) Cancer pathway analysis 
KEGG pathways and some gene sets from Gene Ontology selected to be related to cancer 
hallmarks (Cell communication, growth/death, Immune system, Motility, Replication and 
repair, Angiogenesis, Metabolism and main cancer signal transduction pathways) were tested 
for enrichment of the top 1000 up and top 1000 down regulated genes of every subtypes 
(genes were selected based on Limma t-test p-values and |FC|>1·5) by computing a 
hypergeometric test (p-value <0·05).  
 
iv) CGH alteration frequency profiles  
CGH array chip and experiment have already been described here [16]. Raw log2-ratio values 
were filtered (i) using a signal-to-noise threshold of 2·0 for the reference channel and (ii) 
when the individual single intensities for the sample or reference was less than 1·0 or at 
saturation (i.e. 65,000). The remaining values were normalized using the lowess within-print 
tip group method [17] and the values of clone replicates were averaged if their standard 
deviation was less than 0.25 otherwise filtered. Then to define region of loss and gain, for 
each sample the normalized values were smoothed to obtain segments using tilingArray 
method [18] and the DNA copy number was determined as follows: the level (LN) 
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corresponding to a normal (i.e. diploid) copy number is determined as the first mode of the 
distribution of the smoothed log2-ratio values across all autosomes; the standard deviation 
(SD) of the difference between normalized and smoothed values is calculated; then for all 
clones in a segment, the ‘GNL’ copy number status (G: gain - N: normal - L: loss) is 
determined based on the segment smoothed log-ratio value (X): if X > LN + SD then 
status=gain (G), if X < LN – SD then status=loss (L), else status=normal; in a given segment, 
outlier clones that yielded normalized log2-ratio values (Y) such that Y > LN + 3 × SD 
(respectively Y < LN - 3 × SD) are classified as gains (respectively losses). 
Alteration frequencies profiles in Figure S3 were obtained using the 356 CGH arrays 
available for samples of the discovery dataset and by computing the proportion of samples 
harbouring a gain or a loss of copy, at each clone of the array for all samples and by subtypes. 
Frequently altered genomic regions (Figure S3 B) in the whole dataset were determined by 
identifying regions for which the proportion of alteration (in gain or loss) exceed 20%. 
Subtypes specific regions were determined by applying at each clone a test of proportion 
comparing the proportion of alteration (gain and loss) in the samples of a given subgroup 
versus in samples of the others corrected for multiple-testing by FDR (Benjamini and 
Hochberg) [19], a subtype specific genomic regions being defined as a set of consecutive 
clones significantly more altered in the subtype of interest (p-values < 0·01). 
 
 
Molecular Subtype Robustness 
Internal robustness:  
- The subtypes were obtained using a consensus clustering procedure using both gene and 
sample resampling (1000 random subselections of 90% of the samples and 90% of the 
genes), such that these results are stable under conditions of gene and sample resampling.   
- The subtypes were obtained from a large set (n=443) of samples processed with the same 
experimental procedure,  as part of the Cartes d'Identité des Tumeurs program.  
- Moreover, we have tested that our classification results were also repeatedly obtained 
using different metrics (Euclidian/Pearson).  
External robustness:  
The subtypes were validated on a large dataset collected under different conditions, from 
numerous centers: clinical and biological characteristics of the subtypes were found to be 
conserved in this validation set. 
 
 
Survival Analyses 
Survival analyses were restricted to the subgroup of patients with stage II-III tumors. 
Additional prognostic biomarkers are most needed for these patients. This is because the vast 
majority of stage I CRC patients will never relapse after curative surgery and will not derive 
benefit from adjuvant chemotherapy because the prognosis is excellent. Also, most stage IV 
CRC patients are already metastatic and will die from their disease. 
 
Relapse-Free Survival was used and defined as the time from surgery to the first recurrence.  
 
Survival curves were obtained according to the method of Kaplan and Meier (function Surv, 
R package survival) and differences between survival distributions were assessed by Log-rank 
test using an endpoint of five years/60 months (function survdiff, R package survival). The 
proportional-hazards assumption was tested to examine the model’s appropriateness (function 
cox.zph, R package survival). 
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For the analysis of associations with patient outcome, univariate and multivariate models 
were computed using Cox proportional-hazards regression (function coxph, R package 
survival). Univariate analyses were performed to assess the marginal value of each variable 
independently from the others. For multivariate analyses, first a multivariate analysis using all 
variables (excluding those with insufficient data as not to reduce the power of the analysis) 
was performed. Next, to select the best multivariate model, a backward-forward step 
procedure was computed to restrict the multivariate model to the most informative variables 
as described in Venables & Ripley, 2002[20] (function step(), R package stats). Only samples 
for which all the variables were available were included in multivariate models. 
 
 
Recurrence Risk group assignment according to O'Connell and Salazar predictors 
O'Connell et al [21] Oncotype classifier: 
The O'Connell Recurrence Risk (RS) score is composed of 12 genes among which 5 reference 
genes and 7 genes associated to recurrence. For the reference genes, when several probe set 
were possible, the less variant one was selected. For the other genes, data were median gene 
centered and aggregated by mean if several probe sets were available. Then the recurrence 
genes intensities for each sample were subtracted by the mean of the reference gene per 
sample and the formula given in O'Connell et al (Figure 3 and supplemental method) was 
applied for each sample RSu = 0·15* mean(BGN,FAP,INHBA)-
0·3*mean(MKI67,MYC,MYBL2)+ 0·15* GADD45B) 
This score was then rescaled RS=44*(RSu+0.82). RS ranged from 8 to 82 so ranging its 
distribution between 0 and 100 was not necessary. A tumor was predicted with high risk if the 
score was superior or equal to 41 as mentioned in the article. 
 
Salazar et al [22] predictor: 
Among the 18 genes from their classifier, only 17 are found in Affymetrix annotations. As no 
centroid was available and down/up regulations were not mentioned, we computed a 
hierarchical clustering of the probe sets average matching those 17 genes to obtain 2 clusters.  
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Établissement d’une classification consensus des cancers co-
lorectaux à partir de six systèmes de classification différents
En même temps que la publication de ce travail, 5 autres publications sur la classifica-
tion transcriptomique paraissaient (Schlicker et al., 2012; Melo et al., 2013; Sadanandam
et al., 2013; Budinska et al., 2013; Roepman et al., 2013). Chacune des classifications
proposait un nombre de sous-types différents et des associations cliniques et moléculaires
différentes (Figure 10). Il n’était pas évident de mettre en lumière les identités et les
inconsistances entre chaque partition proposée.
Figure 10 – Les six classifications utilisées pour établir la classification consensus
Sous l’impulsion de Sabine Tejpar, clinicienne et chercheuse à l’université de Leuven,
et de Stephen Friend, à la tête du groupe Sage Bionetwork, une organisation promouvant
la science ouverte ("open science") et la collaboration entre équipes, un consortium de
travail s’est organisé, regroupant les acteurs des 6 classifications publiées et orchestré par
des chercheurs de Sage, auquel j’ai participé. Le but était de proposer une classification
consensus des 6 classifications. Le travail réalisé, que je cosigne, est accepté pour publica-
tion dans Nature Medicine (Guinney et al., 2015). Toutefois n’ayant pas réalisé les analyses
principales, je le présente ici dans l’esprit de discuter de mon 1er travail de classification
et pour l’intérêt scientifique.
L’approche développée
L’approche qui a été retenue par le consortium a été de rassembler un très large jeu
de données et que chaque groupe applique indépendamment leur système de classification
(Figure 11). Une approche pour combiner les 6 différentes partitions a alors été élaborée.
Brièvement, un réseau d’associations entre les différents sous-types de chaque système a
été construit. Les nœuds sont représentés par la prévalence de chacun des sous-types et
les arcs l’association entre les nœuds, définie par le coefficient de similarité de Jaccard
(taille de l’intersection entre les 2 groupes d’échantillons sur la taille de leur union). Pour
définir des sous-types consensus, une classification par partitionnement adapté au réseau
(Markov Cluster Algorithm) a été appliqué et la procédure a été reproduite 1000 fois en
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prenant aléatoirement une partie des échantillons. La partition consensus finale est celle
qui donne la meilleur performance de partitionnement selon la mesure des moyennes des
"Silhouettes" de chaque nœud (c’est-à-dire pour chaque nœud, on prend la distance b(n)
minimale entre le nœud et les autres clusters à laquelle on soustrait la distance a(n) entre
ce nœud et les autres nœuds du cluster que l’on divise par la valeur maximale entre a(n)
et b(n) ; la moyenne de l’ensemble des valeurs de chacun des nœuds est utilisée comme
critère à maximiser pour sélectionner le nombre de groupe).
Figure 11 – Description globale et détaillée de l’approche de classification consensus
La classification consensus obtenue
La classification consensus établie sur 3962 tumeurs se compose de 4 sous-types consen-
sus : 14% ont été classées CMS1 (MSI immune), 37% CMS2 (Canonical) , 13% CMS3
(Metabolic), 23% CMS4 (Mesenchymal). 13% n’ont pas été assignés car ils étaient trop
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discordants dans les différents systèmes de classification. Une étude plus approfondie a
confirmé que ces tumeurs ne formaient pas un 5ème sous-type et a montré que 7% avaient
des caractéristiques mixtes entre plusieurs sous-types. Une caractérisation très approfon-
die des sous-types a été réalisée en utilisant l’ensemble des annotations disponibles et
l’ensemble des données du TCGA (exome, methylome, mirnome et protéome) dont les
principales caractéristiques sont résumées dans la Figure 12 :
CMS1 (MSI immune) enrichi en tumeurs MSI (76%), hypermutées (94%) et ayant
une forte activation des gènes de l’immunité
CMS2 (Canonical) enrichi en tumeurs épithéliales, très instables génomiquement
et présentant une activation des voies Wnt et MYC ; de fréquents gains de copies
d’ADN d’oncogènes et pertes de copies d’ADN de gènes suppresseur de tumeurs y
sont retrouvés
CMS3 (Metabolic) enrichi en tumeurs épithéliales très fréquemment muté KRAS
(68%) avec une forte dérégulation des voies métaboliques ; il rassemble des tumeurs
aux profils génomiques et épigénomiques particulier avec peu d’altérations le long
du génome et un enrichissement du phénotype CIMP (16%) et CIMP-Low (40%,
déterminé par classification non supervisée des données méthylomes du TCGA) et
du phénotype MSS hypermuté (28%) ;
CMS4 (Mesenchymal) enrichi en tumeurs ayant une activation de la voie TGFβ,
de l’angiogenèse et de l’EMT, ayant plus d’invasion stromale et diagnostiquées plus
tardivement (TNM III/IV)
Figure 12 – Résumé des résultats des quatre sous-types consensus. A) Réseau de l’en-
semble des sous-types de chaque système de classifications. B) Principales caractéristiques
Les associations aux mutations BRAF, KRAS et aux instabilités MSI, CIN et CIMP
ont été retrouvées. Mais aucune autre association à des mutations ou des réarrangements
n’a été identifiée par l’étude des données TCGA, suggérant une non corrélation entre le
génotype et le phénotype. L’étude de la survie a montré un plus mauvais pronostic du
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sous-type CMS4 en OS, RFS et SAR 7 et un meilleur pronostic de CMS2 en SAR.
Comparaison de la classification CIT et de la classification consensus
Dans cette classification consensus, la classification CIT est très concordante, avec
87% d’identité obtenue en regroupant les sous-types C1,C5 et C6. Le recoupement entre
les différentes classifications et avec la classification consensus est montré dans la Fi-
gure 13 : CMS1 correspond au sous-type C2-MSI (89% des C2), CMS2 correspond aux
C1-ImmuneDown (100%), C5-WntUp (72%) et C6-normL (75%), CMS3 au C3-KRASm
(89%) et enfin le CMS4 à C4 (93%). La classification CIT se distingue sur 2 points :
d’une part, elle subdivise le grand groupe CMS1 (37% des tumeurs) en 3 sous-groupes,
et d’autre part, les groupes CMS4 et C4 ne sont pas complètement concordants, notre
groupe C4 isolant une sous-population du sous-type CMS4 et CMS4 scindant notre sous-
type C5-Wnt-Up en 2 parties (Figure 13). Les associations cliniques et moléculaires entre
les 2 classifications convergent en grande partie, la classification consensus apportant plus
d’information notamment par l’analyse des autres omiques du jeu de données TCGA.
Notamment, pour le groupe CMS3 une association intéressante a en plus été observée
avec le phénotype CIMP-low et l’hypermutabilité en dehors du contexte MSI. Pour le
groupe CMS4/C4, quelques différences sont observées : les légers enrichissements en mu-
tation BRAF, en CIMP et en localisation proximale de la classification CIT ne sont plus
retrouvés.
On peut noter également que notre groupe C6 était commun à un seul autre système de
classification (E, Sadanandam et al) et notre groupe C4 était quasiment délimité comme
celui du groupe F (Schlieker et al) (cf. Figure 13).
Les voies associées aux adénomes festonnés n’ont pas été investiguées dans la classifi-
cation consensus. Pour les voies des cellules souches, la signature de Merlos-Suárez et al.
(2011) est légèrement associée en analyse de pathways (p=0.048).
Figure 13 – Comparaison des classifications indépendantes et de la classification consen-
sus
7. Suvie Après Rechute
Quatrième partie
Discusssion et Conclusion
Générale
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Mon travail de classification sur la cohorte CIT a permis de délimiter 6 sous-types
de manière robuste car obtenus à partir d’une très large cohorte représentative de la
population, définis par des approches permettant de s’assurer de la stabilité des résultats
et enfin validés sur une très large série de données indépendantes publiques. En définissant
6 sous-types, la classification a permis, tout en isolant le groupe attendu de tumeurs avec
de l’instabilité microsatellitaire MSI, de scinder le grand groupe CIN (des tumeurs ayant
une instabilité chromosomique) en 5 sous-types distincts. Ce travail a permis de donner
une vue intégrée de la part des différentes formes d’instabilité génomique et des mutations
connues dans la diversité des cancers colorectaux. En effet, bien que ces caractéristiques
moléculaires soient associées à la classification, elles ne permettent pas à elles seules de
bien délimiter des sous-types. De plus, il est important de noter que la classification TNM
n’est pas retrouvée associée à ces 6 sous-types, signifiant que le stade est un prédicteur
transversal et que la biologie moléculaire per se de la tumeur a un poids plus important
que le phénotype d’invasion de la paroi colique dans la classification obtenue.
Suite à la publication de ce travail, un consortium international auquel j’ai parti-
cipé s’est organisé dans le but de déterminer une classification consensus à partir des 6
classifications différentes qui ont été publiées quasiment en même temps dans différents
journaux. Les résultats de la classification consensus ont permis de définir 4 sous-types
consensus. Ces groupes sont très concordants avec notre classification à l’exception du
groupe CMS4 Mesenchymal/C4 Stem Cell, notre groupe C4 correspond à un sous-groupe
de CMS4. La classification consensus à l’avantage de mieux caractériser l’ensemble des
groupes par l’énorme travail de caractérisation en intégrant notamment tous les omiques
mis à disposition par le TCGA.
Trois sous-types sont très clairement identifiés en terme de profils d’expression, avec
peu de tumeurs se co-classant dans des groupes différents, et en terme de caractéristiques
cliniques et moléculaires : C2-MSI, C3-KRASm et C4-Cancer_Stem_Cell. Ces 3 sous-
types ont également été retrouvés par la classification consensus.
Le sous-type C2-MSI était déjà connu mais il n’est pas délimité aussi clairement qu’at-
tendu avec près de 30% de tumeurs diagnostiquées comme non-MSI. Ces proportions sont
également retrouvées dans le groupe MSI (CMS1) de la classification consensus. Par contre
l’association à l’hypermutabilité est quasiment parfaite ce qui suggèrent que soit une partie
des MSS dans le groupe ont été mal diagnostiqués et serait des MSI, soit que des tumeurs
MSS avec instabilité nucléotidique ont des profils d’expression comparables aux tumeurs
MSI. Par ailleurs, un certain nombre de tumeurs MSI ne sont pas dans ce groupe. Une
analyse de l’association au syndrome de Lynch sur nos données montre que ces tumeurs
seraient un sous-ensemble des MSI héréditaires. Ceci est intéressant car les tumeurs issues
de patients atteints du syndrome de Lynch présentent des différences sur le plan anatomo-
pathologique avec les formes sporadiques (Jass, 2007, 2004) et donc devraient avoir des
profils transcriptomiques distincts. De plus, ceci suggère qu’une sous-classification intra-
MSI est à envisager pour identifier la diversité des MSI.
Le sous-type C3-KRASm est très intéressant car il isole une sous-population de tu-
meurs presque toutes mutées pour le gène KRAS. Le gène KRAS est retrouvé muté dans
l’ensemble des sous-types dans des proportions d’environ 30%. Ce sous-type correspond
donc à une sous-population des mutants KRAS. Ceci laisse penser à un rôle précurseur de
la mutation dans la carcinogenèse de ce sous-type, comme APC pour les tumeurs CIN. Ceci
est consistent avec l’observation de Fearon and Vogelstein (1990)] que pour un sous-groupe
de tumeurs, la mutation de KRAS pourrait être la mutation initiatrice de la tumorige-
nèse, et avec l’association de cette mutation aux adénomes de type festonnés (les TSA,
"traditional serrated adenoma"). La classification consensus apporte de manière très inté-
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ressante que ce sous-type est enrichi en tumeurs CIMP-Low, consistent avec l’observation
d’une association de ce phénotype à la mutation KRAS (Curtin et al., 2011) et en tumeurs
MSS hypermutées, le nouveau type d’instabilité décrite dans les cancers colorectaux. De
plus, l’analyse consensus confirme une surexpression des gènes métaboliques, suggérant
un "swicth" métabolique dans la veine de l’effet Warburg (Levine and Puzio-Kuter, 2010;
Nakajima and Van Houten, 2013). Ce phénotype moléculaire a été également retrouvé
dans un sous-type du cancer de l’estomac (Lei et al., 2013).
Le sous-type C4-Cancer Stem Cell est lui le sous-type le plus distinct en terme de
profil d’expression avec des caractéristiques moléculaires propres aux tumeurs plus agres-
sives. Ces caractéristiques ont également été retrouvées par la classification consensus. La
composition en cellules souches n’a pas été investiguée par la classification consensus mais
une association significative à la signature de Merlos-Suárez et al. (2011) est toutefois
observée. Cette analyse reste très hypothétique mais il était intéressant que divers critères
de "souchitude" soient convergents dans ce sous-type comme la quiescence, suggérée par
la sous-expression des gènes du cycle cellulaire, la sur-expression de gènes d’une signature
de cellule souche, la sur-expression de gène d’une signature spécifique du haut et bas de
la crypte (Kosinski et al., 2007) et l’association à la signature EMT (en référence aux
cellules souches mésenchymateuses (Uccelli et al., 2008)). De plus, le mauvais pronostic
de ce sous-type peut être un signe de résistance plus développée de ces tumeurs à la chi-
miothérapie qui constitue une des caractéristiques des cellules souches cancéreuses. Ces
éléments sont limités et ne constituent que des pistes de réflexion. Des expériences plus
directes permettraient d’apporter des preuves plus tangibles comme la visualisation sur
lame des tumeurs annotées C4 par des marqueurs de cellules souches cancéreuses comme
LGR5, mais vu la difficulté d’identifier les marqueurs des cellules souches, ça pourrait ne
pas être concluant. L’association à l’EMT peut également suggérer une certaine agressivité
en raison de son lien avec le mécanisme de dissémination métastatique. La signature EMT
de ce sous-type peut ne pas refléter l’agressivité ou la "souchitude", mais la composition
en stroma. C’est l’hypothèse qu’ont validée Isella et al. (2015). Ils ont montré par l’utilisa-
tion du transcriptome de xénogreffes (ce qui permet de séparer le signal tumoral humain
et du signal stromal murin) qu’une partie de la signature correspondait à la composante
stromale des échantillons (déplétée dans le signal humain issu des xénogreffes).
Par ailleurs, ce sous-type n’est pas délimité de la même manière par la classification
consensus. Le groupe CMS4 inclus en plus de notre sous-type C4, une partie du sous-
type C5 CIN Wt up. Ceci peut se comprendre car les 2 sous-types au regard des profils
d’expression ont des similitudes, C4 surexprime ou sousexprime plus fortement une grande
partie des gènes communs à C5. Un continuum entre ces 2 sous-types pourrait expliquer
ces résultats. Ce qui par conséquent rendrait moins probable l’origine festonnée de C4.
De plus, la signature cellule souche était également retrouvée dans le sous-type C5 mais
la signature du bas de la crypte ne convergeait pas. Notre sous-type est donc peut-être
un sous-type de CMS4 ou alors CMS4 rend compte d’une signature différente, comme
la signature stromale, et ne reflète pas forcément un sous-type. Ceci peut expliquer la
différence d’associations à BRAF et à CIMP entre notre classification et la classification
consensus.
Les 3 autres groupes (C1, C5, C6) se regroupent par leur caractéristique d’instabilité
chromosomique et sont regroupés en un seul sous-type CMS2-Canonical dans la classi-
fication consensus, ce qui n’exclut donc pas leur existence. On voit ici la limite de la
classification consensus qui peut-être contrainte par le nombre de classes des partitions
d’origine.
Le groupe C6-Norm-like est toutefois particulier. Cette similitude aux profils d’expres-
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sion d’échantillons de tissus normaux adjacents laisse perplexe mais ce phénomène a déjà
été décrit dans d’autres cancers comme le sein et le foie (Sørlie et al., 2001). De plus, le
sous-type est associé à un mauvais pronostic validé sur le jeu de donnée indépendant et les
profils génomiques de ces tumeurs sont très instable. Enfin, il a été également isolé dans
la classification de Sadanandam et al. (2013).
Les deux derniers groupes "C1-CIN Immune down" et "C5-CIN Wnt up" ont été beau-
coup plus difficiles à caractériser cliniquement et moléculairement. Ils partagent des profils
de gènes dérégulés similaires ce qui peut expliquer le taux de co-classement intermédiaire
pour les tumeurs de ces 2 groupes. La séparation en 2 groupes peut donc être discutée.
Toutefois l’analyse de "pathways" et les gènes spécifiques de ces 2 entités sont très distincts.
La caractérisation fine du génome par les altérations ou des mutations dans notre
cohorte ou dans la cohorte consensus n’a pas apporté plus d’information. Il existe beau-
coup d’altérations et de mutations, mais aucune n’est apparue spécifique d’un sous-type
contrairement à ce qui peut s’observer dans certains cancers comme les gliomes avec les
mutations IDH et la co-délétion 1p/19q (Suzuki et al., 2015). Cela suggère que ces alté-
rations constituent des événement plutôt "passengers" et confirme la part importante de
l’étude des données d’expression dans les cancers colorectaux.
L’un des intérêts qu’une classification peut avoir en pratique clinique est son pouvoir
pronostic. Le mauvais pronostic du groupe C4-Stem_Cell a été confirmé dans le groupe
CMS4. Notre étude du pronostic a montré que la combinaison des 2 sous-types de mau-
vais pronostic apporte de l’information complémentaire au stade, qui n’est toutefois pas
détrôné, ce qui reste vrai en ajoutant au modèle le prédicteur pronostique Oncotype.
Par ailleurs, les classifications permettent de stratifier la recherche de marqueurs pro-
nostiques, approche dont j’ai pu montré l’intérêt dans 2 autres travaux de ma thèse (Col-
lura et al., 2014; Manceau et al., 2015) (mis en Annexe C (page 149) car ils ne portent
pas sur des données omiques mais sur des mutations).
L’autre intérêt pour la pratique clinique est que la classification permet la recherche de
cibles de traitement intra-sous-type. Un fameux exemple est la réponse au Trastuzumab
dans le cancer du sein pour les tumeurs ERBB2+. De manière intéressante, il a été montré
que le bénéfice du traitement était observé dans les tumeurs ERBB2+ négative pour le
récepteur aux œstrogènes (ER-) (Prat et al., 2014). La classification initiale de Sørlie et al.
(2001) ne distinguait pas bien les 2 formes de ERBB2+. Or une classification, que l’on a
proposée (Guedj et al., 2012), divisait bien les ERBB2+ en 2 sous-types en fonction du
statut de ER et nous avons validé que la réponse au Trastuzumab était bien spécifique du
sous-types ERBB2+/ER- (travaux non publiés). Un autre exemple récent dans le cancer
colorectal est l’efficacité d’anti-PD1 spécifiquement dans des tumeurs métastatiques de
type MSI (Le et al., 2015).
Au final, les 2 classifications proposées apportent des informations convergentes sur
la biologie des cancers colorectaux. La classification consensus a le grand avantage par la
taille de la cohorte d’avoir une validité plus importante quant aux associations observées.
Les 2 classifications ont quelques spécificités sur la manière de délimiter le sous-type de
mauvais pronostic C4/CMS4 et notre classification subdivise le grand groupe "canonique".
Les spécificités de notre classification pour C4 peuvent refléter une réalité biologique que
les autres classifications n’ont pas bien délimité. En effet, un consensus n’est pas forcément
la panacée, il peut donner une vision lissée de la réalité. L’intérêt des spécificités de l’une ou
l’autre des classifications pourra être tranché par l’intérêt que chacune va avoir notamment
dans la stratification d’études de la réponse au traitement. Ceci fait parti des perspectives
de notre projet. Nous prévoyons d’étudier le pronostic et le pouvoir prédictif de notre
classification dans un premier temps sur un essaie thérapeutique, l’essai PETACC08 qui
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visait à estimer le bénéfice du Cextucimab. Pour ce la, nous sommes en train de développer
un prédicteur applicable à des tumeurs fixées, qui sont les données les plus accessibles en
clinique.
Conclusion
Grâce à l’étude des données génomiques, j’ai pu mettre en évidence que le cancer du
côlon est bien une maladie hétérogène présentant différents sous-types avec des carac-
téristiques distinctes laissant fortement penser qu’ils proviennent de différentes voies de
carcinogenèse. Cette classification est confortée par un travail conséquent d’un consortium
international de classification consensus qui a permis de mieux caractériser chacun des
groupes. Toutefois des spécificités de notre classification pouvant être d’intérêt pour la
clinique sont perdues dans la classification consensus. Ces résultats sont importants pour
la compréhension de la maladie et pour envisager des traitements plus personnalisés et
pour la recherche de marqueurs pronostiques. De ce travail, un prédicteur sur données
fixées est en cours de réalisation pour son utilisation dans des essais thérapeutiques afin i)
de valider l’existence de ces sous-types et leur proportion dans la population générale, ii)
d’évaluer correctement le pronostic des sous-types et iii) d’évaluer la réponse au traitement
en fonction des sous-types.
Comme je l’ai compris de la phrase de Jeremy Jass en épigraphe, maintenant que l’on
voit la réalité de l’existence de l’hétérogénéité des cancers colorectaux, on peut commencer
à comprendre la biologie qu’il y a derrière.
Appendix

Annexe A
Méthode de mesure des
instabilités du génome
Les méthodes d’évaluation du statut MSI
La mesure du statut MSI peut se faire soit directement par allélotypage au niveau de
microsatellites, soit indirectement par la recherche de défaillance de gènes du MMR.
Pour définir le statut MSI d’une tumeur par allélotypage, une grande variété de mé-
thodes et de critères quant à la sélection des microsatellites marqueurs, à leur nombre
et au seuil, ont été utilisés. En 1997, lors d’un workshop du National Cancer Institute
à Bethesda visant à faire le point et unifier le domaine, un panel de référence de 5 mar-
queurs microsatellitaires, 3 dinucléotides (D5S346, D2S123, D17S250), 2 mononuclotidique
(BAT25, BAT26) a été préconisé pour la définition du MSI. Selon ces directives, MSI (ou
MSI-High) était défini comme l’instabilité de 2 ou plus des 5 microsatellites, MSS (pour
MicroSatellite Stable) comme aucune instabilité sur aucun des 5 marqueurs et MSI-L (low)
représentant le phénotype intermédiaire (Boland et al., 1998). Toutefois, l’utilisation du
tissu normal et de marqueurs dinucléotides ont mené à accepter, lors de la révision en 2002
des critères Bethesda 1, un autre panel plus simple utilisant peu de matériel de par l’uti-
lisation de PCR. Ce nouveau panel est constitué de cinq marqueurs mononucléotidiques
quasi-monomorphes dans la population mondiale (BAT-25, BAT-26, NR-21, NR-24 et NR-
27), mis au point dans le laboratoire d’accueil (Suraweera et al., 2002; Umar et al., 2004).
La pentaplex est hautement sensible et spécifique, et ne nécessite pas une comparaison de
l’ADN tumoral et germinal. Par ailleurs, ce test requiert très peu de matériel biologique et
il est hautement reproductible. Ce panel nommé "PCR pentaplex" est, à l’heure actuelle,
la méthode de référence utilisée pour déterminer le statut MSI des tumeurs.
La détermination du statut MSI des tumeurs peut être également réalisée de manière
indirecte en étudiant l’expression des protéines du système MMR par immunohistochimie
(IHC). L’extinction/perte d’expression d’au moins une des 4 principales protéines MMR
(MLH1, MSH2, MSH6 et PMS2) est recherchée par comparaison entre le tissu tumoral
et la muqueuse saine adjacente. En général, une perte d’expression de MLH1/MSH2 est
associée à une perte d’expression de PMS2/MSH6 mais la réciproque n’est pas vraie.
L’IHC est une méthode présentant les avantages d’être facile à mettre en place, rapide,
peu onéreuse, et peut donc être utilisée en routine mais elle aurait plus un intérêt pour
évaluer les formes héréditaires (les syndromes de Lynch) associées à une mutation des
gènes du MMR.
1. HNPCC workshop de 2002 organisé par le NCI à Bethesda.
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Les méthodes d’analyse du CIMP
L’une des méthodes classiquement utilisées pour définir le phénotype CIMP d’une
tumeur est la méthode proposée par Weisenberger et al. (2006) : 5 marqueurs sont utilisés
CACNA1G, IGF2, NEUROG1, RUNX3, and SOCS1. Après le traitement au bisulfite de
l’ADN, le taux de méthylation est mesuré par la technologie Methylight. Un échantillon est
assigné CIMP+ si plus de 3 promoteurs sont méthylés, CIMP- si moins de 2 promoteurs
sont méthylés.
Les autres panels proposés sont indiqués dans la table ci-dessous extraites de Curtin
et al. (2011) :
Étude Panel de marqueurs CIMP Notes
Toyota et al. CDKN2A (p16), MINT1, MINT2,
MINT12, MINT17
Pioneering work to identify markers
that distinguish CIMP from age-related
methylation
Park et al. MINT25, MINT27, MINT31, MLH1,
THBS1 CDKN2A, MINT1, MINT2,
MINT31, MLH1
So-called "classic" or traditional panel
Weisenberger et al. CACNA1G, IGF2, NEUROG1,
RUNX3, SOCS1
"New" panel based on stepwise screen
of 195 markers
Ogino et al. CACNA1G, CDKN2A, CRABP1,
MLH1, NEUROG1
Selected markers to distinguish high-
level from low-level methylation
Shen et al. CIMP1 : MINT1, MLH1, RIZ1,
TIMP3, BRAF mutation ; CIMP2 :
MINT2, MINT27, MINT31, Megalin,
KRAS mutation
Examined 27 CpG sites, proposed opti-
mal epigenetic and genetic markers to
identify CIMP1, CIMP2, or CIMP-
Tanaka et al. CACNA1G, CDKN2A, CHFR,
CRABP1, HIC1, IGF2, IGFBP3,
MGMT, MINT1, MINT31, NEU-
ROG1, p14, RUNX3, SOCS1, WRN
Correlation structures of markers and
CIMP differ by KRAS and BRAF sta-
tus
Ang et al. Total of 202 CpG sites differentially
methylated between tumor and normal
Comprehensive DNA methylation pro-
filing in 807 cancer genes
Kaneda and Yagi Group 1 : IGF2, LOX, MINT1,
MINT2, MINT31, MLH1, RUNX3,
SOCS1 ; Group 2 : ADAMTS1,
DUSP26, EDIL3, ELMO1, FBN2,
HAND1, IGFBP3, NEUROG1,
RASSF2, STOX2, THBD, UCHL1
Comprehensive DNA epigenotyping of
genomewide regions indentified two
groups (high and intermediate to low
methylation)
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ABSTRACT (250 Words) 
Links between cancer and stem cells have been proposed for many years. As the 
cancer stem cell (CSC) theory became widely studied, new methods were developed 
to culture and expand cancer cells with conserved determinants of “stemness”. 
These cells show increased ability to grow in suspension as spheres in serum-free 
medium supplemented with growth factors and chemicals. The physiological 
relevance of this phenomenon in established cancer cell lines remains unclear. Cell 
lines have traditionally been used to explore tumor biology and serve as preclinical 
models for the screening of potential therapeutic agents. Here, we grew cell forming 
spheres (CFS) from 25 established colorectal cancer cell lines. The molecular and 
cellular characteristics of CFS were compared to the bulk of tumor cells. CFS could 
be isolated from 72% of the cell lines. Both CFS and their parental CRC cell lines 
were highly tumorigenic. Compared to their parental cells they showed similar 
expression of putative cancer stem cell markers. The ability of CRC cells to grow as 
CFS was greatly enhanced by prior treatment with 5-fluorouracil. At the molecular 
level, CFS and parental CRC cells showed identical gene mutations and very similar 
genomic profiles, although microarray analysis revealed changes in CFS gene 
expression that were independent of DNA copy-number. We identified a CFS gene 
expression signature common to CFS from all CRC cell lines and that was predictive 
of disease relapse in CRC patients. In conclusion, CFS models derived from CRC 
cell lines possess interesting phenotypic features that may have clinical relevance for 
drug resistance and disease relapse. 
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INTRODUCTION 
The cancer stem cell (CSC) theory has generated much interest in both the 
research and clinical communities, notably for colorectal cancer (CRC) [1-3]. 
According to this hierarchical model, CSCs are defined by their ability to self-renew 
indefinitely, while also being able to differentiate and generate both tumorigenic and 
non-tumorigenic daughter cells that constitute the bulk of the tumor [4]. CSCs are 
thought to have a low rate of division and proliferation that helps them resist various 
chemotherapies and radiation. Both these forms of treatment preferentially affect 
highly proliferative cells, thus potentially making CSCs a major reason for the failure 
of anticancer treatment [5]. In tumors including CRC, the presence and survival of 
CSCs has been suggested as a key mechanism underlying chemoresistance and 
disease relapse [6-7]. This original interpretation of the CSC theory has recently been 
challenged, however. Some authors have highlighted the plasticity of the CSC 
phenotype and suggested that it could be induced through dedifferentiation 
processes influenced by the tumor cell environment [8]. 
Cancer cell lines have been widely used to explore tumor biology and as 
preclinical models for the screening of potential therapeutic agents. They are a 
valuable resource that can be used repeatedly and have also been well 
characterized with respect to mutational and gene expression profiles [9]. Similar 
frequencies of gene mutation have been reported in primary tumors and in cancer 
cell lines derived from the same primary site. Cancer cell lines are not contaminated 
with stromal tissue, which can sometimes affect the interpretation of data obtained 
from primary tumors [10]. Furthermore, cancer cell lines often faithfully represent the 
tumor from which they were isolated [11-12]. It remains to be determined whether 
cancer cell lines are relevant biological tools to study the role of CSCs in 
tumorigenesis. A number of authors have hypothesized the existence of cancer stem-
like cells in these cellular models [13-14], however their phenotype is still poorly 
characterized. Moreover, it is not known whether cancer stem-like cells from cell lines 
have any clinical relevance [15-16]. 
In order to study cells from cancer cell lines that could display a stem-like 
phenotype, the first requirement is to have a system in which they can be 
propagated. The ability to grow in suspension as spheres in serum-free medium 
supplemented with specific growth factors and chemicals has been described for the 
expansion of neuronal stem cells [17]. Sphere culture has also been proposed as a 
valuable method for isolating cancer cells with conserved stemness determinants that 
are able to propagate in defined medium [18-21]. In the present study we have used 
this method to grow cell forming spheres (CFS) from a panel of 25 CRC cell lines. 
These cell lines were selected to reflect the heterogeneity of CRC in terms of 
showing microsatellite stability (MSS) or instability (MSI). CRC is a complex tumor 
entity that includes distinctive molecular phenotypes associated with different clinical 
features, including response to chemotherapy [22-24]. We investigated the cellular 
and molecular phenotypes of CFS derived from this panel of CRC cell lines, with 
particular reference to treatment resistance and CSC features. 
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RESULTS 
The ability of CRC cell lines to grow as CFS in serum-free medium enriched 
with growth factors and chemical supplements is highly variable  
We tested the ability of established MSI and MSS CRC cell lines (n=25) to grow 
as CFS in sphere-medium. CFS were obtained from 10 MSI and 8 MSS cell lines 
(total 18/25, 72%) (Fig. 1A). In the remaining 7 CRC cell lines (4 MSI, 3 MSS), a 
small number of cells remained afloat but died after 1-4 passages (1-6 weeks) in 
sphere-medium (data not shown). Morphologically, the CFS were quite 
heterogeneous and ranged from densely packed spheres with almost indiscernible 
individual cells to more loosely packed spheres or individual floating cells (Fig. 1B). 
CFS display identical clonal genomic alterations to their parental CRC cells  
Extensive analysis using SNP microarrays revealed that genomic alterations due 
to chromosomal instability (CIN) were similar between parental CRC cell lines and 
their related CFS. This was observed both with MSI and MSS CRC cell lines 
displaying low and high levels of CIN, respectively. SNP analysis was performed on 
13 CFS/adherent cell lines (LIM2405, HCT8, HCT116, HCT15, TC-7 CO115, RKO, 
LS411, V9P, HT29, SW620, Colo320) (Fig. 2A and data not shown). The status of 
DNA microsatellites that constitute accurate markers of the „history‟ of each tumor 
cell in CRC cell lines displaying MSI was also analyzed. Mutation analysis of DNA 
microsatellite sequences in 10 CFSPositive MSI cell lines (HCT116, CO115, HCT15, 
HCT8, ISHI, LIM2405, LS411, RKO, TC-7, TC71) revealed identical patterns of 
alteration in non-coding (BAT26, BAT25, NR21, NR25, NR27) and coding (TGFBR2, 
RAD50, MSH6, MSH3, MBD4, BAX, ATR, BLM) repeats between parental cells and 
their corresponding CFS (Fig. 2B). Thus, CRC cell lines and their corresponding CFS 
progeny are clonally identical, indicating the CFS phenotype arises from the selection 
of pre-existing clones in the parental cell lines that are able to grow under specific 
conditions of serum deprivation.  
Acquisition of the CFS phenotype by CRC cells is associated with specific 
changes in gene expression  
The gene expression profiles of 13 CFSPositive CRC cell lines (8 MSI: LIM2405, HCT8, 
HCT116, HCT15, TC-7 CO115, RKO, LS411; 5 MSS: V9P, HT29, SW620, Colo320, 
FET) and their corresponding CFS populations were compared using microarrays. 
Principal component analysis of the profiles revealed the CFS grouped together with 
their parental CRC cell lines (Supplementary Fig. S1A). A total of 264 genes 
displayed significant down- or up-regulation in CFS (P-value < .001, paired 
moderated t-test) and are listed in Supplementary Table S1. Specific signaling and 
metabolic pathways were associated with the CFSPositive gene expression signature 
(Table 1). As expected, a number of genes from this signature reflected the different 
culture conditions used for adherent and CFS cells and were linked mainly to cell 
metabolism and growth factor pathways (Table 1). The CFS signature also included 
genes related to stemness and to cellular mechanisms associated with treatment 
resistance, such as transmembrane transporters, apoptosis and DNA damage (Table 
1). Specific chromosomal regions were enriched with genes from the CFS signature 
(Supplementary Fig. S1B). These regions displayed a similar genomic status (DNA 
copy-number) in CFS and the parental CRC cell line, suggesting that gene 
deregulation occurred via epigenetic processes that were independent of DNA copy 
number. Regions that were frequently down or up-regulated in CFS (> 30%) are 
shown in the lower panel of Figure S1B. 
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Both CFS and their parental CRC cell lines are highly tumorigenic and they 
show similar expression of CSC markers  
Serial engraftments of 8 CRC cell lines (5 CFSPositive: HCT15, HCT116, LoVo, 
V9P, RKO; 3 CFSNegative: LS174T, LIM1215, KM12) were performed in nude mice. All 
8 cell lines tested were found to be highly tumorigenic, even when only 200 CRC 
cells were injected (Fig. 3A). CFS cells derived from HCT116 and LoVo cell lines 
were also highly tumorigenic. Low numbers of injected CFS cells (200 or 500 cells) 
derived from both these MSI CRC cell lines were less tumorigenic compared to the 
parental cell lines (Fig. 3B and data not shown). However, no difference was 
apparent when 1000 cells were injected. The expression of putative colorectal CSC 
markers (CD44, CD133, CD166, CD24, CD29, EPCAM, ALDH, OLFM4, LGR5) 
evaluated using arrays was not significantly different between 13 pairs of CFS cells 
and their corresponding parental cell lines (8 MSI: LIM2405, HCT8, HCT116, HCT15, 
TC-7 CO115, RKO, LS411; 5 MSS: V9P, HT29, SW620, Colo320, FET) (Fig. 4A). 
The expression of 6 putative colorectal CSC markers (CD44, CD166, CD133, CD24, 
EpCAM, CD29) was also compared using flow cytometry in the 25 parental CRC cell 
lines (Supplementary Table S2). Overall, the expression of these markers was 
highly variable and none was expressed exclusively in CFSpositive cell lines. Moreover, 
their expression was highly variable over time, as shown for CD44 and CD166 
expression in cell sub-populations sorted by FACS from LS174T and HCT116 
parental cells (Fig. 4B). Finally, we quantified the expression of putative colorectal 
CSC markers (CD44, CD133, CD166, CD24, CD29, EPCAM) in 15 primary CRCs 
and 12 CRC tumor xenografts established from these primary CRCs and grown in 
nude mice. Most markers were expressed at significantly higher levels in CRC cell 
lines compared to primary CRCs and/or tumor xenografts (Fig. 4C). Overall, these 
results demonstrate that the CFS phenotype derived from CRC cell lines is only 
weakly related to the putative CSC phenotype from primary tumors. In line with this, a 
CFS assay showed similar results using sorted populations of 
CD166+CD44+EpCAMhigh or CD166-CD44-EpCAMlow HCT116 cells (Fig. 4D). 
The ability of CRC cells to grow as CFS is strongly increased by prior treatment 
with 5-Fluorouracil 
The ability of LoVo and HCT116 cell lines to grow as CFS in sphere-medium 
increased following treatment with the chemotherapeutic agent 5-Fluorouracil (5-FU) 
for 5 days at IC10% (5 µM for HCT116 and 7,5 µM for LoVo cells) (Fig. 5A and 5B and 
data not shown). In contrast, 5-FU-resistant clones from the LIM1215 and LS174T 
CFSNegative cell lines remained unable to grow in sphere-medium after 5-FU treatment 
at IC10 (Fig. 5A). CRC cell lines were also compared to their CFS counterparts for 
resistance to 5-FU. In 6 CRC cell lines tested (FET, HCT116, LS411, V9P, TC71, 
LIM2405), the CFS displayed greater resistance to 5-FU than their parental cells 
(Fig. 5C). Both CFSPositive and CFSNegative CRC cell lines displayed marked 
differences in resistance to this drug (data not shown). LIM2405 showed a strong 
predilection to grow as CFS in sphere-medium (data not shown), yet the adherent 
cells and CFS showed similar resistance to 5-FU (Fig. 5C, bottom and right panel).  
CFS established from CRC cell lines share a gene signature that predicts 
disease relapse in CRC patients 
Fifty-five genes that were differentially expressed between CFS and their 
corresponding CRC cell lines displayed a high level of up- or down-regulation (Log2-
fold change for CFS/parental cell line > 0.8; Supplementary Table S1 and Figure 
6). This 55-gene CFS expression signature predicted disease relapse in a previously 
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described, retrospective series of stage II and III CRC patients [25]. Tumors were 
classified into two groups according to the expression level of the 55 genes (T-
CFSHigh or T-CFSLow; for further details, see the Materials and Methods section and 
Figure 6A), where T-CFSHigh and T-CFSLow correspond to tumors displaying high or 
low levels of expression of the CFS signature, respectively. Patients with T-CFSHigh 
tumors showed significantly shorter disease-free survival (DFS) compared to T-
CFSLow patients (Supplementary Figure S3A, bottom and left panel). To confirm 
these clinical findings, the same analysis was performed on another, independent 
cohort of stage II and III CRC patients [26]. A trend for similar clinical impact of the 
55-gene CFS expression signature was observed (Supplementary Figure S2A, 
bottom and right panel). Following normalization of the data, the two patient series 
were combined to achieve greater statistical power. In the overall series and in 
univariate analysis, the survival of stage II and III CRC patients was associated with 
the expression level of the 55-gene CFS signature (Fig. 7, left panel and 
Supplementary Figure S2A, top and left panel).  
Since the 55-gene signature showed a trend for association with patient outcome 
in the second dataset, we sought to identify a novel prognostic signature by selecting 
genes that were individually associated with outcome in the first dataset. This allowed 
us to define an 8-gene CFS prognostic signature (Fig. 6B and Supplementary Table 
S1) that showed stronger associations with disease relapse in both the individual and 
combined patient cohorts (Fig. 7, right panel and Supplementary Figure S2B, top 
and right panel). To ensure this finding was related to the CFS 55-gene selection and 
not to the methodology, the same approach was repeated 1,000 times using 
signatures from 55 genes selected at random. This analysis did not increase the false 
positive rate in the second dataset (data not shown). In the overall series and in 
multivariate Cox analysis that included TNM stage, the survival of patients with stage 
II or III CRC was confirmed to be associated with the expression level of 8 genes 
from the CFS signature (Table 2).  
CFS can be used as models to identify new drugs that are more efficient at 
killing CFS than 5-fluorouracil 
Because of the current clinical interest in CFS, the Institut Curie-CNRS chemical 
library (8560 compounds) was screened using the HCT116 (MSI) and FET (MSS) 
CRC cell lines (Supplementary Fig. S3A). Fifteen new compounds were identified 
with the ability to kill both parental CRC cells and CFS from HCT116 and/or FET at 
low concentration (IC50% < 1µM; Supplementary Fig. S3B). Of note, 8/15 (53%) of 
these new compounds belong to the Nitrofurans‟ family previously reported to display 
anticancer and antioxidant properties (entries 1-8, Supplementary Table S3) [29-
30]. Since the library contains 240 of this class of compound (2.8% of the total), 
Nitrofurans were significantly over-represented amongst the 15 drugs with high 
effectiveness against CFS (P = 2.4x10-9, Fisher‟s exact test). In contrast to results 
obtained with 5-FU (see Fig. 5B), the ability of HCT116 and FET cell lines to grow in 
serum-free medium did not increase following treatment with 3 of the new 
compounds for 5 days at IC10% (Supplementary Fig. S3C). 
 
 
 
 1 
 2 
 3 
 4 
 5 
 6 
 7 
 8 
 9 
10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
25 
26 
27 
28 
29 
30 
31 
32 
33 
34 
35 
36 
37 
38 
39 
40 
41 
42 
43 
44 
45 
46 
47 
48 
49 
50 
51 
52 
53 
54 
55 
56 
57 
58 
59 
60 
61 
62 
63 
64 
65 
125
  7 
DISCUSSION 
Not all CRC cell lines contain CFS. This result may reflect the true heterogeneity of 
CRC but may also be due to events that occurred in vitro during or after the 
establishment of CRC cell lines. All CRC cell lines tested here were highly 
tumorigenic in mouse xenograft assays. We did not observe increased tumorigenicity 
of CFS-positive compared to CFS-negative CRC cell lines, nor of CFS compared to 
their parental cell line counterpart. Surprisingly, at lower numbers of injected cells, 
CFS were less tumorigenic compared to their parental cell line. We have no obvious 
explanation for this result. In any case, CRC cell lines are not ideal models for 
evaluating tumorigenicity because of their high level of heterogeneity. Compared to 
primary colorectal tumors, aberrant expression of putative CSC markers was 
observed in the CRC cell lines investigated here, but was not different to that of CFS, 
as already reported for HCT116 [16]. Moreover, the current transcriptome analyses 
revealed only weak correlations between CFS and the expression of stem cell gene 
markers. These results highlight the fact that CSC markers are not specific for CFS. 
The CFS phenotype is therefore quite different to that of putative CSCs from primary 
tumors. It would be interesting to perform similar experiments relating to the 
expression of CSC markers, tumorigenicity and gene signatures using primary 
tumors and their sphere counterparts. 
Although clearly different to putative CSCs from primary tumors, an interesting 
question raised by this study is whether the CFS models established from cancer cell 
lines have clinical relevance. The differential expression of genes in CFS relative to 
their parental cells is partly a result of the presence of growth factors in one medium 
and not in the other. This could involve growth factor pathways as well as CSC-like 
genes. In support of this, it was recently shown that CFS cultures contain only a 
fraction of CSCs and therefore cannot be regarded as pure CSC models. With this in 
mind, our data highlight that CFS have retained interesting phenotypical 
characteristics, including increased resistance to 5-FU in standard culture conditions. 
Moreover, the 55-gene CFS signature identified here was common to all CRC cell 
lines and was predictive for disease relapse in CRC patients. Although validated in 
two independent CRC series, these findings require confirmation in additional studies 
using larger cohorts of patients. In summary, CFS models derived from CRC cell 
lines have interesting phenotypical features and may have clinical relevance for drug 
resistance and disease relapse, but are unlikely to serve as models for putative 
CSCs in primary CRC. 
The genomic and mutational analyses of CRC cell lines and CFS performed here, 
including the study of microsatellite DNA repeats in MSI cell lines, help to explain the 
origin of CFS. The status of DNA microsatellites constitutes an accurate marker of 
the „history‟ of each tumor cell. These genetic markers, including the non-coding 
microsatellite repeats (BAT26, BAT25, NR21, NR25, and NR27), were identical 
between CFS and their parental CRC cells. The CFS phenotype therefore 
corresponds to a cellular state achieved only by some clones under specific culture 
conditions or exposure to drugs. Considering also the transcriptome analyses, our 
results indicate that only a fraction of cells from CRC cell lines have the capacity to 
rapidly adjust the expression of specific genes and hence to persist as CFS under 
challenging growth conditions. These data agree with other recent studies 
demonstrating widespread plasticity and dedifferentiation processes that affect some 
tumor cells under specific environmental conditions, particularly CRC cells [31-
32,4,33-35]. 
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The expression signature of normal intestinal stem cells, also shared by cells with 
a stem-like cell phenotype within primary CRC, was recently found to be predictive of 
disease relapse in CRC patients [36]. However, another group reported the CSC 
gene signature in CRC may reflect the differentiation status of malignant tissue [37], 
rather than reflecting the number of CSCs as suggested in the former study. The 
results presented here relate only to the properties of CFS cultures derived from CRC 
cell lines, not from primary tumors. We speculate that the gene expression pattern 
observed in our CFS model corresponds to that of poorly differentiated „progenitor 
cells‟, or dedifferentiated CRC cells, due to the altered cell culture conditions. This 
pattern could be expressed in an important fraction of cancer cells within the primary 
tumor. The risk of developing a recurrence of CRC might be associated with the 
expression of specific genes in these tumor cells and which are required for tumor 
regeneration following cancer therapy. Interestingly, 5 of the genes included in the 
limited 8-gene CFS signature are predicted to have indirect associations with signaling 
pathways. LDLR and HMGCS1 participate in SREBP control of the lipid pathway by 
stimulating lipid synthesis, while FGFR4 is a growth factor reported to be associated 
with poor prognosis and aggressive disease in many different cancer types including 
colon cancer [27]. Although still poorly described, AHNAK2 and FAM46A are both 
upregulated in cisplatin-resistant gastric cancer cell lines [28]. 
The clinical and molecular heterogeneity of CRC is a major limitation of this type 
of study. Principal component analyses of the transcriptomic profiles showed that 
considerable heterogeneity remains between CFS displaying MSI or MSS. The 
response to chemotherapy is thought to be different between patients with MSI and 
MSS colon tumors, even when considering tumors with the same stage of disease 
[37]. The CFS gene signature identified here was shared by both MSI and MSS CRC. 
Nevertheless, we could not evaluate the clinical relevance of MSI-specific or MSS-
specific CFS signatures for patients with these tumor subgroups because MSI status 
is not contained in the publicly available Affymetrix U133P2 datasets with Recurrence 
Free Survival annotations used for this study. This is a subject for future 
investigation. 
In conclusion, the current findings support the existence of CFS subpopulations 
within CRC cell lines and provide a framework to explain the origin of these tumor 
cells. They also suggest that CRC cells acquire the CFS phenotype through 
mechanisms that are only weakly related to CSC, but which could nevertheless be 
important for the development of chemoresistance by CRC cells in vivo in primary 
tumors. The screening of 8,560 potential anticancer agents using an assay involving 
CFS populations derived from CRC cell lines may therefore be a useful approach to 
identify novel drugs for clinical application. The 15 new drugs identified in this study, 
including several new compounds belonging to the Nitrofurans‟ family, are currently 
being tested for toxicity and efficacy in pre-clinical studies using animal models.  
MATERIALS AND METHODS 
 
Tissue collection and preparation of xenografts 
Human colon tissue fragments were obtained in accordance with the ethical 
standards of the institutional committee on human experimentation from 15 patients 
undergoing a colon resection for CRC at the Saint-Antoine hospital in Paris. A 
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biobank collection of 30 tumors stored at -80°C was used to obtain fresh tumor tissue 
after engraftment in 5-week old female nude mice (nu/nu). Tumor implantation 
procedures were performed as previously described [38]. Twelve tumor xenografts 
were grown for between 1 and 4 months after engraftment. Cancer tissues were 
intensively washed four times in PBS solution containing antibiotics and then 
incubated overnight in DMEM/F12 (PAA) containing penicillin (500U/ml), 
streptomycin (500 µg/ml), amphotericin B (0,25 µg/ml), ceftazidime (50µg/ml). 
Enzymatic digestion was performed using collagenase (1,5 mg/ml, SIGMA) and 
hyaluronidase (20 µg/ml, SIGMA) in PBS for 1 hour. These digests were used for 
FACS analysis. 
Cell culture 
Colon cancer cell lines were cultured in DMEM media supplemented with 10% 
FCS (20% for Caco-2 cell line), 100 units/ml penicillin G and 100 µg/ml streptomycin. 
For the culture of CFS, cell lines were grown in serum-free DMEM/F12 media 
supplemented with 100 units/ml penicillin G, 100 µg/ml streptomycin, 6 g/l glucose, 1 
mg/ml NaHCO3, 5 mM HEPES, 2mM L-glutamine, 4µg/ml Heparin, 4 mg/ml BSA, 60 
mmol/l putrescine, 20 nmol/l progesterone, 30 nmol/l sodium selenite, 25 µg/ml, 
insulin, 100 µg/ml apo-transferrin and human recombinant EGF and FGF-2 (Sigma), 
both at a final concentration of 20 µg/ml (sphere-medium).  
CFS formation assay 
The CFS capacity of colon cancer cell lines tested in this study was derived 
from monolayer culture or floating culture (for Colo320 colon cancer cell line). It was 
assessed by plating 2x105 cells in a T25 flask (8000 cells/cm2). In CFSPositive cell 
lines, CFS were observed 3-7 days after plating. To obtain pure CSC-like cells the 
culture period in sphere-medium was extended to 10 passages. To evaluate the CFS 
capacity of sorted CD166+CD44+EpCAMhigh or CD166-CD44-EpCAMlow HCT116 cell 
subpopulations (Fig. 4C), 1000 cells/well were plated in 96-well culture dishes in 
200µl of sphere-medium. The number of CFS in each well was evaluated after 5 
days. 
Proliferation and chemosensitivity assay 
 Rates of proliferation and sensitivity to 5-FU were assessed using the cell 
proliferation reagent WST-1 (Roche). Briefly, 104 cells of each cell line or from CFS 
cultures were plated per well in 24-well plates in 2 ml of media with or without 5-FU. 
After 5 days, WST-1 reagent was added at a 1:10 final dilution and incubated for 4h 
at 37°C. The relative survival fraction of cells was compared between treated and 
untreated cells. 
CFS assay following 5-FU treatment 
Inoculation of 2x106 cells into a T75 flask was made with different 
concentrations of 5-FU to obtain 10% cell survival after 5 days of incubation. Cells 
were then washed detached and 105 cells were inoculated into a T25 flask with 
sphere-medium (4000 cells/cm2). After 3 days observation, photographs were taken 
to determine the proportion of CFS amongst the 5-FU resistant cells. For 
experimental controls, untreated cells were plated at the same concentration in 
sphere-medium. 
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Chemical screening 
The multi-step strategy used to screen the Institut Curie/CNRS chemical 
library is shown in Fig. 3A. This bank contains 8,560 compounds in a 96-well format 
at 10 mg/ml in DMSO (i.e. mean concentration 10 mM). Screening was performed at 
10 and 1 µM final concentrations in 96-well plates and in a final volume of 200 µl of 
medium. CRC cell lines were incubated with the chemical bank at 700 cells/well for 5 
days in standard culture conditions. The Wst-1 assay was used to indirectly estimate 
cell survival according to the indicated procedure (ROCHE). Confirmation of the 15 
compounds (validation step) was obtained by starting with drug powders in order to 
reach the correct initial concentration and then performing a cell survival test in 24-
well plates with 2ml of medium. CRC cell lines and CFS were incubated with the 
chemical bank at 700 and 1500 cells/well respectively for 5 days in standard culture 
conditions. 
Subcutaneous transplantation of colon cancer cell lines 
 Colon cancer cell lines and CFS were suspended in 200 µl PBS-Matrigel (1:1) 
mixture. They were injected subcutaneously in the flank of 5 week old nude mice 
(nu/nu; 1 injection/flank). Experiments were performed in triplicates (3 mice/each 
sample). Tumor formation was evaluated using a caliper starting on the third week 
after injection and then weekly for 4 weeks. Animals were sacrificed when the tumor 
size was between 15 and 20 mm in diameter, or 7 weeks after the injection. 
Microsatellite analysis 
 Non-coding microsatellite repeat markers were used to detect instability in five 
microsatellites (NR27, NR21, NR24, Bat25, Bat26 comprising the pentaplex PCR 
system) in CRC cell lines and their CFS counterparts, as previously described [39]. 
The TGFBR2, BAX, MSH3 and MSH6 genes containing coding repeats were 
amplified as described before [40]. Four other genes containing coding 
mononucleotide repeat were also amplified with specific primers (sequences 
available on request). Amplified PCR products were run on an Applied Biosystems 
PRISM 3100 Genetic Analyzer automated capillary electrophoresis DNA sequencer. 
Allelic sizes were estimated using gene mapper software (Applied Biosystems). 
RNA and DNA extraction 
Total RNA from CFS and CRC cell lines was extracted using Trizol (Invitrogen) 
and DNA was extracted using a standard phenol-chloroform procedure. Both RNA 
and DNA were assessed for integrity and quantity following stringent quality control 
criteria (CIT program protocols http://cit.ligue-cancer.net). 
Flow cytometry 
Flow cytometry was performed on adherent cell lines or CFS cultures after 
dissociation with accutase (PAA). Cells were washed once in PBS supplemented 
with 1% BSA (Sigma) and resuspended in PBS/ 1% BSA at a concentration of 106 
cells/100 µl. Cells were stained with IgG-PE/PECy5/FITC/APC (BD Biosciences) to 
detect non-specific binding of antibodies and autofluorescence. Primary antibodies 
used were: CD44-FITC 1:75 (clone G44-26 BD Biosciences), CD133-PE 1:100 
(clone AC133 Miltenyi Biotec), EpCAM-APC 1:200 (clone HEA-125 Miltenyi Biotec), 
CD24-FITC 1:100 (clone ML5 BD Biosciences) and CD29-PECy5 1:100 (clone MAR4 
BD Biosciences). Cells were incubated for 30 min at 4°C in the dark and then 
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washed in buffer (PBS, 1% BSA, 1mM EDTA). Expression of cell surface markers 
was detected with a FACScan flow cytometer (BD Biosciences). Cell line 
suspensions were sorted according to their CD166 and/or CD44 and/or EpCAM 
expression with a FACS Coulter (BD Biosciences). Separated subpopulations were 
reanalyzed for purity. 
Genomic and Gene Expression Arrays and analysis 
Data preparation 
Gene expression analysis using arrays was carried out on the IGBMC 
microarray platform (Strasbourg, France). Total RNA was amplified, labeled and 
hybridized to Affymetrix Human Genome U133 plus2 GeneChips following the 
manufacturer‟s protocol (Affymetrix, Santa Clara, CA). The chips were scanned with 
the Affymetrix GeneChip Scanner 3000 and raw intensities were quantified from 
subsequent images using GCOS 1.4 software (Affymetrix). Data were normalized 
using the Robust Multi-array Average method and implemented in the R package affy 
[41]. 
Genomic arrays were performed on the Integragen Platform (Evry, France). 
DNAs from 13 CFS/adherent cell lines (i.e. LIM2405, HCT8, HCT116, HCT15, TC-7, 
CO115, RKO, LS411, V9P, HT29, SW620, Colo320, FET) were hybridized on 
IlluminaSNP HumanCNV610 chips according to instructions provided by the array 
manufacturer (Illumina, San Diego, CA). Data were normalized and processed as 
described in supplemental methods [42]. Data are available in ArrayExpress 
database (www.ebi.ac.uk/arrayexpress). 
All analyses were performed using R software (http://www.R-project.org). 
Unsupervised analysis of gene expression data 
 To evaluate the distance between CRC cell lines and CFS, PCA and 
consensus hierarchical clustering analysis of the 13 pairs (26 samples) were 
performed on probe-sets present (log2 intensity > log2(3.5)) in at least 5% of the 
samples and having a robust coefficient of variation significantly different from the 
median variance of all probe-sets (rCV>.05 and P-value variance test <.01). 
CFS signature 
Genes differentially expressed between CRC cell lines and CFS were 
assessed using Limma paired moderated t-test [43]. Genes having a P value <.001 
define the CFS signature (n =359 probe sets). 
CFS functional analysis 
All KEGG pathways and gene sets functionally related to stemness from 
KEGG, Biocarta, GeneOntology, Molecular Signatures database and Stanford 
Microarray database were tested for enrichment of up- and down-regulated genes in 
CFS. Enrichment of the top 100 to 500 up/down deregulated probe sets was 
evaluated by computing a hypergeometric test. The median P value across up/down 
top probe set lists was used to select pathways and gene sets of interest (P value 
<.05).  
Analysis of deregulated regions  
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 To define up/down regulation regions separately for each CFS/CRC cell line 
pair, the genome was segmented into overlapping windows of 5 Mb. In each window, 
the enrichment of up- or down-regulated genes (log2(FC)>0.5) for the given pair was 
assessed by a Fisher test between up/down genes in the windows and up/down 
regulated genes in the rest of the genome. To compute the frequency across pairs, 
each region was assigned -1(down-regulated)/0 (not modified)/1 (up-regulated) 
depending on the significance (P-value < .05) of the enrichment.  
Survival analysis 
Two publicly available Affymetrix U133P2 datasets with Recurrence Free 
Survival annotations were used: [25] dataset GSE17536 and GSE17537 comprising 
148 samples of Stage II/III CRC), and [26] GSE14333 comprising 99 samples of 
Stage B and C CRC not contained in the previous dataset. These were normalized 
by RMA and by clinical center. To evaluate the survival impact of the CFS signature 
in those datasets, a subset of genes from the original signature (see Supplementary 
Table S1) was selected based upon their high fold-change (|log2(CFS/cell line)|>0.8; 
n = 55). To define a prognostic CFS signature, the 55-gene signature was reduced to 
probe sets significantly associated with prognosis in the first dataset using univariate 
Cox models (log rank P-value <.05; n =8). For both CFS signatures an average 
expression score per sample was then defined. Normalized intensity values of 
selected genes were each centered to zero by subtracting the median expression of 
each gene. Genes that were down regulated in CFS were multiplied by (-1), thus up 
and down regulated genes can both be used in the score. All genes from the given 
signature were then averaged. A higher score corresponded to a higher deregulation 
of CSF genes. The score was then divided into high and low score groups by taking 
tails of the score distribution in the considered dataset, i.e. 30% of the highest and 
30% of the lowest scores.  
Survival curves were calculated according to the Kaplan-Meier method with an 
end-point at 5 years. Differences between curves were assessed using the log-rank 
test. Univariate and multivariate associations for outcome were performed using the 
Cox regression model.  
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FIGURE LEGENDS 
 
Figure 1. (A) Results of the CFS assay in 25 CRC cell lines (MSS=11; MSI=14). (B) 
Morphological features of CFS from 9 CRC cell lines (MSI in black, MSS in red) 
grown in sphere-medium. The morphology of CFS derived from T71 is peculiar and 
these grow in suspension as single cells. 
Figure 2. (A) Extensive microarray analysis revealed that chromosomal aberrations 
due to CIN were similar between 13 parental CRC cell lines (LIM2405, HCT8, 
HCT116, HCT15, TC-7, CO115, RKO, LS411, V9P, HT29, SW620, Colo320, FET) 
and their corresponding CFS. Examples of chromosomal instability in HCT116 (MSI 
cell line), HT29 (MSS cell line) and their corresponding CFS. (B) Microsatellite 
instability in HCT116 parental cells and their corresponding CFS. Mutation analysis of 
DNA microsatellites showed identical patterns of alteration in both non-coding 
(BAT26, BAT25, NR21, NR25, NR27) and coding (TGFBR2, RAD50, MSH6, MSH3, 
MBD4, BAX, ATR, BLM) repeats in the parental CRC cell lines and their 
corresponding CFS. This was observed in HCT116 and in 10 CFSPositive MSI CRC 
cell lines (HCT116, CO115, HCT15, HCT8, ISHI, LIM2405, LS411, RKO, TC-7, TC71  
not shown).  
Figure 3. (A) Analysis of tumor growth following injection of a high number (n = 
3x105) of cells from CRC cell lines (5 CFSpositive and 3 CFSnegative, left top panel) or 
low number (n = 200) of cells (2 CFSpositive and 2 CFSnegative, right top panel). (B) 
Comparison of tumor growth following injection of CRC cell line HCT116 and the 
corresponding CFS at 200 cells (* p=0,034 at 7 days and p=0,012 at 21 days), 500 
cells (** p=0,006 at 21 days) and 1000 cells.  
Figure 4. (A) Expression of putative colorectal CSC markers (CD44, CD133, CD166, 
CD24, CD29, EPCAM, ALDH, OLFM4, LGR5) were investigated using gene 
expression arrays in 13 CFS/parental cell lines (8 MSI: LIM2405, HCT8, HCT116, 
HCT15, TC-7 CO115, RKO, LS411; 5 MSS: V9P, HT29, SW620, Colo320, FET). (B) 
Expression of CD166 and CD44 markers was investigated by flow cytometry in 
different subpopulations of sorted cells from the HCT116 and LS174T parental cells. 
CD166-/CD44-, CD166+/CD44-, CD166+/CD44+ and CD166-/CD44+ (HCT116 only) 
cells were sorted by FACS and re-inoculated in medium. After a few days of growth, 
cells from sorted subpopulations were analyzed again for marker expression. The CD 
expression pattern was compared to the cell sorted profile.  (C) Expression of 6 
markers in CRC cell lines (n =25), primary CRCs (n =15) and/or tumor xenografts 
established directly from the primary CRC (n =12). (D) CFS ability of HCT116 after 
sorting of two subpopulations of CD166+CD44+EpCAMhigh and CD166-CD44-
EpCAMlow cells. 
Figure 5. (A) Percent of CFS in sphere-medium from LoVo, HCT116, LIM1215 and 
LS174T cells before and after treatment with 5-Fluorouracil for 5 days at IC10% (7,5 
µM, 7,5 µM, 5 µM and 20 µM respectively). (B) Representative image of spheres 
(arrows) from HCT116 cells treated with 5-fluorouracil for 5 days at IC10% (top) and 
untreated (bottom) after 3 days in sphere-medium (size bar = 100 µm). (C) Cell 
survival curves for 6 CRC cell lines and their corresponding CFS following 5 days of 
exposure to increasing concentrations of 5-Fluorouracil. Dotted lines indicate the IC50 
value in each case. 
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Figure 6. Heatmaps of the 55-gene (A) and 8-gene signatures (B). Visualization of 
the expression level for each gene in each sample relative to the median gene 
intensity (C) across all samples. Green corresponds to down-regulation and red to 
up-regulation. CL, parental CRC cell line. 
Figure 7. Kaplan-Meier analysis of disease-free survival for CRC patients classified 
according to expression levels for the 55-gene (left panel) or 8-gene (right panel) 
CFS signature. 
Supplementary Figure S1. (A) Clustering of MSI and MSS CRC samples (CFS and 
their corresponding cell lines) according to gene expression was evaluated by 
Principal Component Analysis (PCA). With both subtypes, CFS grouped closely 
together with their parental cell lines. (B) Gene deregulation across chromosomes in 
CFS compared to parental CRC cell lines. Regions down-regulated in CFS are in 
green, while regions up-regulated in CFS are in red (upper panel). Specific 
chromosomal regions were enriched with genes from the CFS signature. These 
regions displayed similar genomic status (i.e. the same DNA copy-number) in CFS 
and the parental CRC cell line, suggesting that gene deregulation occurred mainly 
via processes that were independent of DNA copy number. Regions frequently down 
or up-regulated in CFS (> 30%) are listed (lower panel). 
Supplementary Figure S2. Survival impact of the 55-gene (A) or 8-gene (B) CFS 
signature in CRC patients. A and B top-panel shows analysis performed in the 
combined patient series (Smith+Jorissen). A and B bottom panel shows analysis 
performed in a single patient series (left: Smith; right: Jorissen). A score per sample 
of up/down regulation of the CFS signature was computed as the mean of absolute 
normalized intensity values of selected genes centered to zero per gene. The score 
was then classified into high and low score groups, corresponding to the highest 30% 
and lowest 30% scores in the considered dataset.  
Supplementary Figure S3. (A) Flow chart for the multi-step strategy applied to 
screen the Institut Curie/CNRS chemical library and identify the resulting 15 
compounds. (B) Example of survival of HCT116 and FET CRC cell lines and their 
corresponding CFS following treatment with 3 different selected compounds from the 
library. (C) CFS abilities of HCT116 and FET before (untreated) and after treatment 
with 5-Fluorouracil or selected compounds from the library for 5 days at IC10%. 
Table 1. Specific signaling and metabolic pathways significantly associated with the 
CFS gene signature. Abbreviations: Bioc = Biocarta, GO = GeneOntology, MSigDB = 
Molecular Signatures Database, SMD = Stanford Microarray Database, KEGG = 
Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes. C2 = MSigDB curated gene sets, C5 = 
MSigDB GO gene sets. P-value up (down) = hypergeometric test P-value using top 
up (down) regulated genes in CFS vs Cell line. 
Table 2. Association of the 8-gene CFS High/Low score and TNM stage and 
prognosis in the combined dataset (Smith + Jorissen). H.R.: Cox Hazard Ratio, 95% 
C.I.: 95 Percent Confidence Interval of HR. Value: modality of the annotation 
associated to H.R. 
Supplementary Table S1. List of 264 annotated genes displaying differential 
expression between CFSs and CRC cell lines (P-value < 0.001). P value = Welch t 
test. Genes included in the 55 (1 + 2) or 8 (2) CFS gene signatures are indicated. 
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Supplementary Table S2. List of colon cancer cell lines, xenograft tumors and 
primary tumors used in this work and the results of expression of the 6 putative CSC 
markers (CD44, CD133, CD166, CD24, CD29 and EpCAM) by flow cytometry in 
these models. All analyses were performed at least twice. ND= not determined; 0% = 
not detected (CD marker not expressed in tumor cells). 
Supplementary Table S3. The 15 compounds identified from the Institut Curie 
/CNRS chemical library as putative drugs targeting CFS are listed. The indicated 
IC50 is for CFS in HCT116 (MSI; in red) and/or FET (MSS; in blue). 
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ABBREVIATIONS 
CRC Colorectal cancer 
MSI Microsatellite instability 
MSS Microsatellite stability 
CFS Cell-forming-spheres 
CSC Cancer stem cells 
MMR Mismatch-repair 
CIN Chromosomal Instability 
DFS Disease-free survival 
5-FU 5-Fluorouracil 
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Figure 7
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Table 2  
Association between 8-gene CFSHigh/Low  score and TNM stage and to prognosis in combined dataset Smith + Jorissen
2 (n=82) 35 (49%) 46 (63%)
3 (n=65) 38 (51%) 27 (37%)
Annotation Value n samples n events H.R. 95%C.I. p-value H.R. 95%C.I. p-value model p-value
TNM Stage 3 145 34 2,1 1-4.2 0,037 1,8 0.88-3.5 0,11
SC score CFSLow 145 34 0,27 0.13-0.58 8,0E-04 0,29 0.14-0.64 1,8E-03
H.R.: Cox Hazard Ratio, 95% C.I.: 95 Percent Confidence Interval of HR. Value : modality of the annotation associated to H.R.
Cox Univariate Analysis Cox Multivariate Analysis
Jorissen 
+ Smith
8-genes 
signature
4,10E-04
Chi2 test
P  value
CFSHigh
(n =73)
CFSLow
(n =73)
TNM 
Stage
0,097
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PATIENTS WITH COLORECTAL TUMORS WITH MICROSATELLITE 
INSTABILITY AND LARGE DELETIONS IN HSP110 T17 HAVE IMPROVED 
RESPONSE TO 5-FLUOROURACIL-BASED CHEMOTHERAPY  
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Abstract  
BACKGROUND & AIMS: Patients with colorectal tumors with microsatellite instability (MSI) 
have better prognoses than patients with tumors without MSI, but have a poor response to 
5-fluorouracil-based chemotherapy. A dominant-negative form of HSP110 (HSP110DE9) 
expressed by cancer cells with MSI, via exon skipping caused by somatic deletions in the T17 
intron repeat, sensitizes the cells to 5-fluorouracil and oxaliplatin. We investigated whether 
HSP110 T17 could be used to identify patients with colorectal cancer who would benefit from 
adjuvant chemotherapy with 5-fluorouracil and oxaliplatin. 
 
METHODS: We characterized the interaction between HSP110 and HSP110DE9 using surface 
plasmon resonance. Using PCR and fragment analysis, we examined how the size of somatic 
allelic deletions in HSP110 T17 affected the HSP110 protein expressed by tumor cells. We 
screened a 329 consecutive patients with stage II–III colorectal tumors with MSI who 
underwent surgical resection, at tertiary medical centers, for HSP110 T17. 
 
RESULTS: HSP110 and HSP110DE9 interacted in a 1:1 ratio. Tumor cells with large deletions 
in T17 had increased ratios of HSP110DE9:HSP110, due to the loss of expression of full-length 
HSP110. Deletions in HSP110 T17 were mostly bi-allelic in primary tumor samples with MSI. 
Patients with stage II–III cancer who received chemotherapy and had large HSP110 T17 
deletions 
(≥5 bp; 18/77 patients, 23.4%) had longer times of relapse-free survival than patients with 
small or no deletions (≤4 bp; 59/77 patients, 76.6%) in multivariate analysis (hazard ratio, 
0.16; 95% confidence interval, 0.012–0.8; P=.03). We found a significant interaction between 
chemotherapy and T17 deletion (P=.009).  
 
CONCLUSIONS: About 25% of patients with stage II–III colorectal tumors with MSI have an 
excellent response to chemotherapy, due to large, bi-allelic deletions in the T17 intron repeat 
of HSP110 in tumor DNA. 
 
KEYWORDS: therapeutic response, prognostic factor, outcome, treatment 
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Introduction 
Colorectal cancer (CRC) is the second most common cause of cancer-related death 
worldwide. CRC is a molecularly heterogeneous disease, with the majority of cases (80-85%) 
displaying chromosomal instability (CIN) in conjunction with microsatellite stability (MSS). A 
significant fraction (15-20%) shows widespread instability at DNA repeats (MSI for 
Microsatellite Instability), due to a defective mismatch repair (MMR) system 1-3. Clinically, 
MSI tumors have been reported to show improved prognosis but a bad response to 5-
fluorouracil-based chemotherapy 4-6.  
In a recent study, we reported specific mutation of the molecular chaperone HSP110 in 
MSI CRC 7. In colon cancers, chaperone proteins including HSP110 promote the survival of 
malignant cells 8-10. We provided evidence that an HSP110 mutant, referred to as 
HSP110DE9, was specifically expressed in MSI CRCs. This protein was generated from an 
aberrantly spliced mRNA lacking exon 9, thus encoding a truncated HSP110 protein. 
HSP110DE9 was found to abrogate the chaperone activity of HSP110 in a dominant-negative 
manner. Its forced overexpression caused MSI CRC cells to become sensitized to 5-
fluorouracil and oxaliplatin. A fraction of stage II-III MSI CRC patients showing high tumor 
expression of HSP110DE9 had significantly longer relapse-free survival (RFS) compared to 
those with low expression 7. However, these last results were preliminary since based on the 
analysis of a small series of MSI CRC patients treated at a single center.  
One of the most tantalizing questions raised by our previous study is whether HSP110 
mutation provides a mechanistic basis for the possibility that a fraction of MSI CRCs 
displaying high expression of mutant HSP110DE9 relatively to HSP110wt (wild-type) might 
be more responsive to chemotherapy. We have shown in earlier work that aberrant 
expression of HSP110DE9 in MSI cancer cells was associated with somatic deletion of the T17 
repeat within intron 8 of HSP110  7. Decreasing length of the HSP110 T17 repeat was likely to 
correlate with increased synthesis of HSP110DE9 due to exon 9 skipping. Nevertheless, such 
a correlation was not precisely examined in primary tumor samples. In the present study, we 
investigated whether the mutation status of HSP110 T17 might be useful to identify a fraction 
of CRC patients who would benefit from adjuvant chemotherapy. Results obtained indicated 
that accurate measurement of the HSP110 T17 deletion in tumor DNA was likely to constitute 
an unbiased way to evaluate the HSP110DE9/HSP110 ratio in tumor cells and the clinical 
impact of HSP110 status in MSI colon cancer patients. 
Materials and Methods 
Ethics Statement. This study was approved by the institutional review board/ethics 
committee of the participating centers. Informed consent was recorded in each case. 
Patients who received preoperative chemotherapy and/or radiation therapy were excluded 
from this study.  
Surface plasmon resonance. Kinetics and affinity constant measurements of  
HSP110DE9/HSP110wt interaction were performed in a BIAcore BX100 (GE Healthcare). All 
experiments were performed with immobilized His-tagged HSP110 (10µg/mL) using an NTA 
sensor chip at 25°C. For affinity constant determination, curves were analyzed with a global 
fit 1:1 binding model with drifting baseline.  
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Modeling human HSP110 and the protein-protein interface HSP110/HSP110DE9. The 
structures of hHSP110 and HSP110DE9 were built by homology using the experimental 
structure of yeast Hsp110 Sse1 (Protein Data Bank code: 3C7N) 11 as a template for the 
software MODELLER 12. The models were fitted with 3C7N and relaxed by molecular 
dynamics simulations. We used the 3C7N monomer A to produce a set of 3D models for 
HSP110 and HSP110DE9 sequences. All-atom molecular dynamics simulations in explicit 
water were carried out with the GROMACS software package using the GROMOS96 ffG43a1 
force field and the Simple Point Charge (SPC) water model (Hochschulverlag AG, Zurich, 
Switzerland). The time step (0.001 ps) and the list of neighbors were updated every 0.005 ps 
with the ‘grid’ method and a cut-off radius of 1 nm. The coordinates of all the atoms in the 
simulation box were saved every 2 ps. The initial velocities were chosen randomly. We used 
the NPT ensemble with a cubic box of initial side equal to 15.754 nm with 125,055 SPC water 
molecules keeping a minimum distance of 0.9 nm between the solute and each face of the 
box. The charge of hHSP110-HSP110DE9 was neutralized by adding 19 Na+ counter-ions. The 
temperature and pressure were kept using the Berendsen method and isotropic coupling for 
the pressure (T=310K, τT=0.1 ps; P0=1 bar, coupling time τP=1 ps). The electrostatic term was 
computed using the Particle Mesh Ewald (PME) algorithm (radius: 1 nm) with the Fast 
Fourier Transform optimization. The “cut off” algorithm was applied for the non-coulomb 
potentials with a radius of 1 nm. The production period was 70 ns. 
Extensive analysis of a panel of HCT116 sub-clones for both HSP110DE9/HSP110wt mRNA 
expression ratio and T17 deletion status. The HCT116 cell line was cultured in DMEM media 
as described 7. Single cell sub-cloning was performed using MoFlo Astrios (Beckman Coulter), 
spotting 1 cell/well in 96 well plates containing 200 µl of DMEM media. The 
HSP110DE9/HSP110wt mRNA expression ratio was evaluated from 106 cells of each single 
HCT116 cell sub-cloned line. Total RNA was purified with an RNeasy Mini Kit (Qiagen). 
Complementary DNAs were synthesized using the High Capacity cDNA reverse transcription 
kit (Applied Biosystems). Primers, internal probes and thermal cycling conditions were used 
as described 7. DNA from each single HCT116 cell sub-cloned line was extracted using QIamp 
DNA Mini Kit (Qiagen).  
Western blotting. Total protein extractions were obtained from adherent cells lysed with 1X 
Laemli sample buffer (BioRad). Protein extractions were treated with DNAse set (Qiagen). 
Proteins were separated in SDS-polyacrylamide gels and transferred to nitrocellulose 
membrane (Hybond ECL GE healthcare). Membranes were first probed using primary 
antibodies: HSP110 (EPR4576 Abcam); HSC70 (13D3 Abcam); 14-3-3 (Santa-Cruz). Next, 
membranes were incubated with secondary HRP-coupled antibodies (Jackson 
ImmunoResearch Laboratories) before revelation. 
EBV-based vectors construction. We introduced HSP110wt or HSP110DE9 mutant open 
reading frames (ORF) into puromycin-resistant pEBV plasmids 13 downstream of a CAG 
promoter (pEBVCAG-puro or pBD2347, unpublished) to obtain pEBVCAG-HSP110wt-puro 
(pBD2640) and pEBVCAG-HSP110DE9-puro (pBD2570) plasmids, respectively. For PCR 
amplification, we used the same forward primer for both constructs (5’-
ATGTCGGTGGTGGGGTTGGACGTGGGC-3’). As reverse primers, we employed 5’-
CTAGTCCAAGTCCATATTAACAGAATT-3’ for HSP110wt and 5’-
TCATGAACACTGTAATGCACATCC-3’ for HSP110DE9. Cells were transfected with JetPrime 
(Ozyme) according to the manufacturer’s recommendations. 24h later, cells medium was 
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supplemented with puromycine (0.5 µg/ml for HCT116 or 2.0 µg/ml for SW480 and FET cell 
lines).  
Chemosensitivity assay. Rates of sensitivity to 5-fluorouracil and oxaliplatin were assessed 
using WST-1 (Roche). Briefly, 2x104 cells of each cell line were plated per well in 24-well 
plates in 2 ml of media with or without drugs. After 72h, WST-1 reagent was added and 
incubated for 4h at 37°C. The absorbance was measured at 450 nm. The reference 
wavelength was at 750 nm.  
Patients and specimens. We identified 329 patients who underwent surgical resection for 
histologically proven stage II or stage III MSI CRC from 1998-2007 in one of the 6 clinical 
centers involved in this study (Hôpital Saint-Antoine, Paris; CHU de Dijon, Dijon; CHU de 
Toulouse Purpan, Toulouse; Centre Antoine Lacassagne, Nice; St John of God Pathology, 
Subiaco, Australia; National University Hospital, Singapore) (Supplementary Table S1). In all 
French clinical centers, MSI was prospectively identified at diagnosis using the pentaplex PCR 
method 14-18. The detection of MSI in tumors from Singapore and Australia was prospectively 
identified using immunohistochemistry and for the same time period (1998-2007), but this 
was confirmed using the same PCR pentaplex method 14, 15 (Supplementary Table S1). In a 
subgroup of 166 patients, the methylation status of the MLH1 promoter was examined 
(Supplementary Table S1). We also analyzed a retrospective cohort of 258 MSS CRC patients 
collected from the same clinical centers and matched for tumor stage, year of diagnosis, age, 
gender and primary tumor location (Table 1 and Supplementary Table S1).  
Extensive clinical follow up and treatment details were available for all MSI CRC patients 
included in this study. The study was conducted according to the recommendations of the 
institutional authorities. Patients who received adjuvant therapy (n=77) were mainly treated 
with 5-fluorouracil-based chemotherapy, i.e. 5-fluorouracil plus leucovorin, either alone 
(LV5FU2, n=42; FUFOL, n=2) or in combination with other drugs (oxaliplatin, n=32) 
(Supplementary Table S1; in 3 cases, the exact data concerning the used 5-FU-based 
chemotherapy regimen were unknown, i.e. 5-FU alone or in combination with oxaliplatin). 
Adjuvant chemotherapy was systematically proposed for stage III CRC patients and 
administrated in the absence of contraindication. In stage II CRC patients, it was proposed in 
"at risk" individuals according to the following criteria, i.e. perforated cancer, pT4N0 with 
vascular emboli, and/or obstructive colorectal tumor, as reported 19. Recurrence was 
uniformly assessed, i.e. physical examination with biological tests and measurement of 
carcino-embryonic antigen level, Chest X-ray and abdominal ultrasonography or computed 
tomography every 3 months during the first 3 years after surgery, then every 6 months for 2 
years, and then annually. Patient follow-up was defined as the time elapsed between 
surgery and the last hospital contact or disease recurrence. 
DNA extraction from primary tumor samples. We processed frozen tissues (30 mm3) using 
the Qiamp protocol (Qiagen). Formalin-fixed and paraffin-embedded tissues were processed 
as described 20. 
Laser capture microdissection. Six serial 5 mm paraffin-embedded sections from 27 cases 
were cut and then mounted onto membrane slides (PALM Membranes Slides, Bernreid, 
Germany), as described 17. 
Mutation analysis of the HSP110 T17 and other microsatellite sequences contained in target 
genes in cohorts of patients with MSI or MSS CRC. The polymorphic status of the HSP110 
T17 repeat was evaluated in a series of 50 MMR-proficient lymphoblastoid cell lines from 
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healthy controls (CEPH institute, Paris, France) using PCR and fragment analysis (data not 
shown). The mutation status of HSP110 T17 was initially evaluated in the set of 98 MSI CRC 
samples from the Saint-Antoine hospital that had previously been investigated for 
HSP110DE9 expression (MSI-Set1) 7. The mutation status of HSP110 T17 was subsequently 
examined in a second set of 231 MSI CRC samples from the five other clinical centers 
involved in this study (MSI-Set2). The multi-centered cohort of 258 MSS CRCs was used to 
evaluate whether HSP110 T17 mutations also occurred in MMR-proficient tumors. Table 1 
summarizes the overall clinical features of patients and their tumor characteristics. A total of 
15 other genes containing mononucleotide repeat sequences were also analyzed 21 22. 
Statistical analysis. All statistical analyses were stratified according to clinical centers in 
order to take into account the potential heterogeneity of different centers. RFS was used 
and this was defined as the time from surgery to the date of first recurrence (relapse, or 
death from CRC) or last contact. Patients who were alive without relapse at the last follow-
up were considered as censored cases, i.e. they were included in the “at risk” set in the 
survival probability estimations until they were lost to follow-up. Survival curves were 
obtained according to the method of Kaplan and Meier and differences between survival 
distributions were assessed by log-rank test using an endpoint of five years. Univariate and 
multivariate models were computed using Cox proportional-hazards regression. For 
multivariate analyses, only those variables with information available for all sample groups 
were included in models. Interaction between HSP110 T17 deletions and adjuvant 
chemotherapy was assessed using the likelihood ratio test. Graphical and statistical methods 
were used to examine whether proportional hazards assumptions were satisfied 7. Survival 
analyses were performed using the R package survival. 
The cut-off value that resulted in maximal survival difference between patient groups 
with large and small deletions in the HSP110 T17 was determined by the minimal p-value 
approach. To overcome a possible false detection of a cut-off, which is known to constitute a 
risk for this approach 23, we first investigated the robustness of our 5 bp cut-off by 
bootstrap. In addition, we applied the p-value correction of Lausen and Schumacher (1996) 
to test for the existence of a threshold in the effect of HSP110 T17 deletions on RFS. 
Differences between HSP110 DelL (Large T17 deletions) and Del
S (Small T17 deletions) 
groups and other clinical annotations were tested for statistical significance using the 
Cochran-Mantel-Haenszel chi-squared test for categorical variables, or an unpaired Student's 
t-test for continuous variables.  
For all analyses, p-values of less than .05 were considered to indicate statistical 
significance.  
Results 
HSP110DE9/HSP110wt interaction in vitro. To better understand the molecular basis for 
any potential prognostic value of HSP110DE9, we studied the HSP110DE9/HSP110wt 
interaction by computer modeling and surface plasmon resonance (BIACORE). In silico 
determination showed that one molecule of HSP110DE9 interacted with one molecule of 
HSP110wt (Fig. 1A). Our MD calculations indicated the HSP110 amino acids ASP633, GLN707 
and GLU708 were essential for this interaction. Interestingly, these amino acids are located 
within the peptide-binding domain of HSP110wt (also called chaperone domain), which 
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could explain its inactivation through HSP110DE9 interaction. Likewise, our BIACORE studies 
also indicated a 1:1 association between HSP110wt and HSP110DE9 that was favored in the 
presence of ADP (HSP110 has an ATP binding domain) (Fig. 1B). Thus, HSP110wt and 
HSP110DE9 are able to physically interact with each other and they interact with each other 
in 1:1 ratio.  
HSP110DE9/HSP110wt expression ratio and T17 deletion status in MSI CRC cell lines. We 
analyzed a panel of 33 HCT116 sub-clones for their T17 deletion status (DT) (Fig. 1C). A 
pronounced increase in the expression of HSP110DE9/HSP110wt mRNA ratio was observed 
in sub-clones with 4 bp or larger T17 deletions (Fig. 1C). In line with the mRNA results, a 
correlation was also observed at the protein level in 4 HCT116 sub-clones displaying small or 
large HSP110 T17 deletions (Fig. 1C). HCT116 and LS174T displaying small or large T17 
deletions were also analyzed and similar results were obtained (Fig. 1D). Most likely, these 
results simply mean that the predominant product of the gene switches to HSP110DE9 as 
the deletion gets longer (≥4 bp). In both quantitative RT-PCR and western-blotting 
experiments, the difference in HSP110DE9/HSP110wt expression ratio between cell lines 
with small or large T17 deletions was mainly due to a decrease in HSP110wt expression 
whereas the expression of HSP110DE9 stayed relatively similar; firstly, small deletions in T17 
resulting from MSI allow the aberrant expression of HSP110DE9 through exon skipping. This 
is followed by the loss of expression of HSP110wt once the size of the deletion increases 
beyond a certain point. 
HSP110 T17 status of MSS and MSI CRCs. None of the 258 MSS CRCs investigated here was 
found to contain a mutation in the HSP110 T17 repeat. In all cases, allelic lengths were either 
T16 or T17 (Fig. 2A) and thus within the polymorphic zone observed in lymphoblastoid cell 
lines (data not shown). In contrast, the large majority of MSI tumors (n=319/329, 97%) 
showed deletions of up to 7 base pairs that were outside the polymorphic zone (P<.001 
compared to MSS; Fig. 2B and 2C). For the majority of analyzed primary tumor samples, only 
one mutated allele type was detected and this corresponded to the main clonal population 
present in the tumors. For the cases that displayed multi-allelic profiles, the peak associated 
with the larger T17 deletion and that did not appear to result from a stuttering of Taq 
polymerase was used for classification purposes. The mutation frequencies of the 15 other 
genes representing reported targets for MSI-driven instability were highly variable in MSI 
colon tumors (Fig. 2D). 
HSP110 T17 deletions are mostly bi-allelic in MSI CRCs. The analysis of MSI CRC cell lines 
showed that the majority of these models (n=11/13, 85%) displayed bi-allelic alterations 
with no remaining detectable wild-type HSP110 T17 allele (Supplementary Fig. S1A). Primary 
tumor samples were not micro- or even macro-dissected. Therefore, the peaks 
corresponding to T17 alleles simply reflected what is usually observed when performing 
routine analysis of this DNA repeat in MSI primary CRCs. The presence of bi-allelic mutations 
for HSP110 T17 was demonstrated by first performing microdissection of 3 primary tumor 
samples that were highly contaminated with normal cells. We compared HSP110 T17 and 
TGFBR2 A10 mutation profiles which display mainly bi-allelic mutations in MSI cancer cells 
24 
before and after microdissection of the tumor tissue. In all 3 cases, microdissection led to 
disappearance of the HSP110 and TGFBR2 wild-type alleles (Fig. 2E). We also compared the 
mutation profile of HSP110 T17 with that of TGFBR2 A10 and the pentaplex panel in 7 other 
primary tumors that displayed varying peak intensities for the wild type T17 allele. The results 
showed a high overall level of correlation for the mutation status of all these DNA repeats 
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(Supplementary Fig. S1B). We confirmed these results by performing microdissection 
experiments on 24 additional primary CRCs (Supplementary Fig. S1C). Sixteen primary tumor 
samples that contained low levels of contamination with normal cells were also found to 
display bi-allelic deletions in HSP110 T17, even without microdissection (Supplementary Fig. 
S1D). Consequently, these results demonstrate that HSP110 T17 deletions are usually bi-
allelic in MSI primary colon tumors.  
Varied chemosensitivity of both MSI and MSS CRC cell lines based on the expression of 
HSP110DE9. We performed chemosensitivity assays using stably transfected MSI and MSS 
CRC cell lines that overexpressed HSP110wt or HSP110DE9 protein. Importantly, these cells 
were transfected using an EBV-based vector allowing stable expression of genes 13. This 
allows the possibility to work with polyclonal models, thus avoiding the biases inherent with 
single cell approaches. Using this method, we demonstrated that both MSI (HCT116) and 
MSS (SW480 and FET, in which HSP110 T17 is not mutated) CRC cells became more sensitive 
to chemotherapy (5-FU, oxaliplatin) when they overexpressed HSP110DE9 as compared to 
HSP110wt (Fig. 3A).  
HSP110 T17 mutation status and the survival of stage II-III MSI CRC patients. The first (MSI-
Set1) and second set (MSI-Set2) of patients showed distinct clinical characteristics in terms 
of gender, age and tumor location (Table 1). This was due to the fact that Saint-Antoine 
hospital in Paris is a reference center for the treatment of Lynch patients, whereas 
recruitment at the other clinical centers was enriched for elderly patients known to contain 
more women and sporadic MSI tumors. For each set, the threshold value for the size of 
HSP110 T17 deletions that resulted in maximal survival difference between patient groups 
with long and short deletions was independently determined. In both sets, the same 5 bp 
deletion cut-off identified that stage II-III MSI patients under chemotherapy with large 
deletions had excellent survival (Supplementary Fig. S2A). The 329 MSI CRC patients were 
therefore classified into two groups displaying large deletions (DT ≥ 5 bp; HSP110 DelL; 
n=76/329, 23%) or small deletions (0 ≤ DT ≤ 4; HSP110 DelS; n=253/329, 77%). 
In the overall cohort, HSP110 T17 mutation status showed a trend for association with RFS 
in multivariate analysis (HR, 0.57 [95% CI, 0.29-1.1], P=.096; Supplementary Table S2). Stage 
II-III patients who received chemotherapy and had large HSP110 T17 deletions (n=18/77, 
23.4%) showed excellent RFS compared to patients with small deletions (5-year RFS of 94% 
vs 64%, respectively; Log-rank P=.04; Fig. 3B) in multivariate analysis (HR, 0.16 [95% CI, 
0.012-0.8], P=.03; Table 2). In contrast and as expected due to the chemosensitizing effect of 
HSP110DE9, no significant influence of T17 status was observed in stage II-III patients who did 
not receive chemotherapy (Supplementary Fig. S2B). A significant interaction between 
chemotherapy and T17 mutation status was observed in both univariate (P=.03 for 
interaction) and multivariate models (P=.009 for interaction) (Table S3). The association 
between survival and T17 deletion status remained significant in the subgroup of 42 patients 
treated with 5-fluorouracil alone (Fig. 3C). The interaction between chemotherapy with 5-
fluorouracil alone and T17 mutation status also remained significant (P=.014 and P=.007 for 
interaction using univariate and multivariate models, respectively; data not shown). 
No significant associations were found between the size of HSP110 T17 deletions and 
tumor stage (P=.89) or the methylation status of the MLH1 promoter (P=.52) (Table 3). The 
only positive association observed for the other clinical parameters was between HSP110 
DelL and proximal tumor location (P=.026; Table 3). 
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The Lausen and Schumacher corrected p-value for Stage II-III patients who received 
chemotherapy was .057 (data not shown). Although not reaching significance, it indicates an 
homogeneity with regards to RFS within the two groups displaying large or small deletions. 
When considering the other target genes for MSI (Fig. 2D), we observed that, in each case, 
the difference in survival between MSI mutated and wild type groups remained not 
significant for stage II-III patients who received chemotherapy (Table 4).  
Discussion 
In our previous study 7, we described the novel finding that a chaperone protein, i.e. 
HSP110, was mutated in human colon cancer. We showed this mutation was specific and 
occurred frequently in MSI tumors, leading to abrogation of HSP110 chaperone activity and 
of its anti-apoptotic function. We presented evidence showing that forced overexpression of 
the HSP110DE9 mutant protein in CRC cell lines led them becoming sensitized to 
chemotherapy. Finally, we used quantitative RT-PCR to calculate the HSP110DE9/HSP110wt 
ratio in a small series of primary tumor samples. This RNA ratio suggested that 
HSP110DE9/HSP110wt expression might be discriminant for the response of MSI CRC 
patients to chemotherapy.  
In the present work, we further demonstrated the dominant negative effect of this 
dominant negative mutant. We have characterized the 1:1 molecular interaction between 
HSP110wt and HSP110DE9 that suggests the HSP110DE9/HSP110wt ratio in tumor cells must 
be greater than 1 to neutralize all HSP110wt and thereby to obtain a significant 
chemosensitization. In both cell lines and primary tumors, we have shown this situation 
occurs in a fraction of MSI samples due to large deletions of the HSP110 T17 repeat that allow 
both the aberrant expression of HSP110DE9 mutant and the complete silencing of HSP110wt 
in tumor cells. Our data clearly show that HSP110 T17 mutations are usually bi-allelic in 
primary MSI CRCs. Careful examination of T17 status in a consecutive, multi-centered series 
of patients whose positive MSI status was prospectively identified at the time of diagnosis 
confirmed that, in line with our molecular data, only patients with large T17 deletions (5 bp 
or more) and representing a minority but nevertheless important fraction of MSI CRC 
patients (i.e. about 25%) appeared to benefit from 5-FU-based adjuvant chemotherapy. Of 
particular interest, the association between survival and T17 deletion status remained 
significant in the subgroup of patients treated with 5-fluorouracil alone. 
It has yet to be established that adjuvant chemotherapy confers a clear survival 
advantage to stage II CRC patients. However, the publication by André et al. 19 proposed that 
a group of patients with "at risk" stage II colorectal cancer may benefit from adjuvant 
chemotherapy (e.g. those with perforation, pT4N0 with vascular emboli, and/or obstructive 
colorectal cancer). The very good survival following chemotherapy observed for MSI CRC 
patients with large HSP110 T17 deletions highlights the potential clinical importance of this 
predictive biomarker with respect to the use of adjuvant therapy for stage II CRC patients 
displaying large T17 deletions. It is worth noting that none of the 4 chemotherapy-treated 
stage II MSI patients with large HSP110 T17 deletions suffered a relapse. However, it is not 
possible to reach any firm conclusions given the very small number of stage II patients 
analyzed who received chemotherapy. An interesting clinical follow-up would therefore be 
to independently confirm if stage II MSI patients with large HSP110 deletions derive any 
survival benefit from adjuvant chemotherapy. 
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There are several limitations to this study. Given the number of subjects with the large 
HSP110 deletion (i.e. about 25% of MSI CRC patients), the clinical relevance of our findings 
has to be further examined. Importantly, it is however strongly supported by mechanistic 
data. Besides, we show that 15 other mutated genes including some that might play a role in 
drug response (e.g. ATR, ATM) have no prognostic significance, highlighting the particular 
role of HSP110 in predicting response to chemotherapy. We did not assess whether the 
prognostic impact of HSP110 T17 deletion was independent of other molecular features such 
as BRAF mutation and the CIMP phenotype that have been putatively associated with CRC 
prognosis and are significantly associated with the MSI phenotype 25, 26. Finally, the 
screening for HSP110 T17 deletions was performed retrospectively and individuals were not 
randomized to receive chemotherapy, thus potentially introducing some bias. Nevertheless, 
our MSI tumor cohort is one of the largest ever investigated for survival and was consecutive 
and prospectively collected. This should minimize the biases often inherent to studies that 
investigate non-consecutive cohorts compiled in a retrospective manner. We observed no 
associations between HSP110 mutation status and clinical variables such as disease stage or 
Lynch syndrome that were recently suggested to influence the survival of MSI CRC patients 
27. Moreover, there is no evidence to suggest that the level of instability in mononucleotide 
repeats such as T17 in HSP110 differs between Lynch and sporadic MSI tumors 
28. 
Interestingly, a recent immunohistochemistry-based study of a small tumor cohort has 
largely confirmed our findings 29, highlighting that expression of HSP110wt is likely to 
constitute a prognostic factor in MSI CRC. Despite observing an inverse correlation between 
HSP110wt expression and the size of HSP110 T17 deletions in their tumor series, these 
workers failed to observe a significant impact of T17 mutation status on patient survival. This 
could be due to several reasons, including the manner in which somatic T17 deletions were 
assessed in tumors. As we have shown here, the analysis must be standardized so that it 
takes into account the polymorphisms within this DNA marker and the heterogeneity of 
tumor cell content. Other reasons could be the relatively small size of the study cohort and 
the design of survival analyses. 
 
Although defective MMR is the well-established mechanism by which MSI tumors 
develop, the precise downstream events that functionally explain differences in the clinical 
behavior of MSI cancers remain unclear. Confirmation of the present findings using our 
genomic approach or alternative standardized methods should lead to reconsideration of 
the clinical behavior of MSI CRCs in terms of response to 5-fluorouracil-based adjuvant 
chemotherapy towards a more individualized medicine. 
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Figure Legends 
Figure 1. (A) Modeling of HSP110 and the protein-protein interface of 
HSP110DE9/HSP110wt. The HSP110 structure and mutant HSP110DE9 were built by 
homology using the experimental structure of yeast Hsp110 Sse1 (Protein Data Bank code: 
3C7N) as a template in the software MODELLER. Right panel, details of the interaction 
surface with the strongest interaction sites highlighted. (B) Characterization of the 
HSP110/HSP110DE9 protein-protein interaction by surface plasmon resonance. His-tagged 
HSP110 was immobilized with an NTA sensor chip and HSP110DE9 was injected in running 
buffer alone (red curve), with ADP (2mM, green curve), ATP (2mM, blue curve) or both ATP 
and ADP (black curve). (C) Distribution of HSP110 T17 genotypes CRC cell line and 
HSP110DE9/HSP110wt mRNA ratio in 33 HCT116 sub-clones (top panel); western blotting 
analysis of 4 HCT116 sub-clones (bottom left panel), ratio of HSP110wt/HSP110DE9 
expression was calculated in each case (bottom right panel). (D) Amplification plots 
corresponding to HSP110wt and HSP110DE9 RT-PCR products in HCT116 (small T17 status) 
and LS174T (large T17 status). Results are expressed (E= 2
-dCT) as n-fold difference in 
HSP110DE9 relative to HSP110wt expression (dCT), where dCT was determined by 
substrating the average CT value of the HSP110DE9 mRNA from the average CT value of the 
HSP110wt mRNA (top panel); western blotting analysis of HSP110wt and HSP110DE9 mutant 
proteins in 2 cell lines (HCT116 and LS147T; bottom left panel); ratio of 
HSP110wt/HSP110DE9 expression was calculated in each case (bottom right panel).  
Figure 2. Fragment analysis of the intronic T17 in MSS and MSI primary colon tumors. (A) 
Distribution of HSP110 T17 genotypes in 258 stage II and stage III MSS colorectal tumors 
(polymorphic zone). (B) Distribution of mutated HSP110 T17 alleles in 329 stage II and stage 
III MSI CRCs. (C) Examples of 7 HSP110 T17 mutated alleles. DT: size of T17 somatic deletions 
in tumor DNA (in bp). The polymorphic zone relates to the allelic variations observed for the 
HSP110 T17 repeat in MSS patients. (D) Mutation of the intronic HSP110 T17 and 15 other 
coding microsatellites contained in target genes for MSI in colon tumors. Although T17 
deletions are observed in the great majority of MSI CRCs, 23% of them displayed large T17 
deletions with a clinical impact in MSI CRC patients (i.e. response to chemotherapy). (E) 
Fragment analysis of HSP110 T17 and TGFBR2 A10 microsatellites profiles (left and right panel) 
of 3 primary CRCs before and after microdissection. 
Figure 3. (A) Chemosensitivity assay using stably transfected MSI (HCT116) and MSS (SW480, 
FET) CRC cell lines that overexpressed HSP110wt or HSP110DE9 protein (left panel). The 
absorbance values (OD) obtained when plating the same number of untreated cells (SW480, 
FET, HCT116) that overexpressed either HSP110wt or HSP110DE9 are shown as controls 
(right panel) (B) Survival analysis of stage II and stage III MSI CRC patients treated with (left 
panel) or without (right panel) chemotherapy. Patients were classified into two groups 
according to the size of deletion in the T17 intronic repeat (DT ≥ 5 bp, T11, T10, T9 for MSI 
HSP110 DelL patients; 0≤ DT < 5, T17 to T12 for MSI HSP110 Del
S patients). (C) Survival analysis 
of stage II-III MSI colorectal cancer patients according to the size of deletions in the T17 DNA 
repeat and who were treated with 5-fluorouracil alone. Forty-two MSI stage II and III CRC 
patients received adjuvant chemotherapy with 5-FU alone (all data are shown in 
Supplementary Table S1. Other patients received 5-FU-based chemotherapy in which 5-FU 
was combined with oxaliplatin).  
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Table 1. Description of MSI and MSS cohorts used in this work. 
  MSI MSS  
  Set 1 Set 2  Total Total P 
  No. (%) No. (%) P  No. (%) No. (%) Value 
    (N=98) (N=231) Value (N=329) (N=258) 
MSS vs 
MSI 
Sex        
 Female 48 (49) 149 (65) .0099 197 (60) 137 (53) .11 
 Male 50 (51) 82 (35)  132 (40) 121 (47)  
Age at 
diagnostic 
- 71 76 .023 75 73 .38 
Tumor Stage        
 II 71 (73) 157 (68) .36 229 (70) 187 (72) .47 
  III 26 (27) 74 (32)   100 (30) 71 (28)   
Tumor 
Location 
    (n=324)   
 
Distal 
colon 
25 (26) 45 (20) .049 70 (22) 57 (22) .91 
 
Proximal 
colon 
67 (69) 179 (79)  246 (76) 196 (76)  
  Rectum 5 (5) 3 (1)   8 (2) 5 (2)   
Lynch 
syndrome 
    (n=166)   
 yes 41 (43) 3 (4) .003 44 (27) 0 (0) <.001 
  no 54 (57) 68 (96)   122 (73) 258 (100)   
Chemotherapy 
performed 
       
 yes 23 (23) 54 (23) .99 77 (23) ND NA 
  no 75 (77) 177 (77)   252 (77) ND   
Chemotherapy 
type 
    (n=318)   
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 FOLFOX 13 (13) 17 (8)  30 (9) ND  
 FUFOL 0 (0) 2 (1)  2 (1) ND  
 LV5FU2 10 (10) 32 (15) .31 42 (13) ND NA 
 None 75 (77) 169 (77)  244 (77) ND  
  Others 0 (0) 0 (0)   0 (0) ND   
Relapse        
 yes 11 (11) 60 (26) .003 71 (22) ND NA 
  no 87 (89) 171 (74)   258 (78) ND   
Median 
Follow-up 
Time [IQR] 
months 
- 
42 [21-
51] 
60 [29-
60] 
.009 
50 [24-
60] 
ND NA 
Clinical Center        
 Australia 0 (0) 44 (19)  44 (13) 0 (0)  
 Dijon 0 (0) 133 (49)  133 (34) 97 (38)  
 Nice 0 (0) 14 (6) <.001 14 (4) 20 (8) <.001 
 Paris-SA 98 (100) 0 (0)  98 (30) 104 (40)  
 Singapore 0 (0) 50 (22)  50 (15) 35 (14)  
 Toulouse 0 (0) 10 (4)  10 (3) 2 (1)  
Abbreviations: MSI, Microsatellite instability; MSS, Microsatellite stable; FOLFOX, FOLinic acid, Fluorouracil and 
OXaliplatin regimen; LV5FU2, Fluorouracil and Leucovorin regimen; FUFOL, Fluorouracil and Folinic acid regimen.  
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Table 2. Association of clinical and molecular annotations to outcome (relapse-free survival) for  patients under chemotherapy. 
    COX UNIVARIATE ANALYSIS COX MULTIVARIATE ANALYSISa 
Variable 
Available 
data 
  modality model   modality model 
    P value P value   P value P value 
  n (n relapse) H.R. (95%C.I.) (Wald) (Log-rank) H.R. (95%C.I.) (Wald) (Log-rank) 
HSP110Del (Large vs Small) 77 (20) 0.16 (0.02-1.2) .073 .040 0.1 (0.012-0.8) .03 
TNM Stage (III) 77 (20) 2.1 (0.66-6.5) .21 .20 2.1 (0.54-8.1) .29 
Chemotherapy type (LV5FU2) 72 (17) 1.8 (0.56-5.6) .33 .32 1.1 (0.32-3.9) .87 
Tumor location (Proximal colon) 2.3 (0.66-8.1) .19 3.5 (0.89-14) .074 
Tumor location (Rectum) 
77 (20) 
1.6 (0.16-15) .7 
.40 
1.4 (0.14-14) .78 
Gender (Male) 77 (20) 0.74 (0.28-1.9) .53 .53 1.2 (0.33-4) .82 
Age recoded (≥75y) 77 (20) 0.73 (0.16-3.4) .69 .69 0.73 (0.15-3.6) .7 
.15 
Lynch syndrome (Lynch) 27 (6) 0.61 (0.1-3.7) .59 .59     
a Multivariate models included variables available for most samples. Therefore, the model was estimated on 72 patients (n relapse=17). 
Abbreviations: H.R., Cox Hazard Ratio; 95% C.I., 95 Percent Confidence Interval of HR; LV5FU2, Fluorouracil and Leucovorin regimen. 
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Table 3. Associations of clinical annotations to HSP110 deletion status in MSI colorectal   
cancer patients. 
  HSP110 DelL HSP110 DelS P value 
  No. (%) No. (%)  
    (n=76) (n=253)  
Sex     
 Female 48 (63) 149 (59) .43 
  Male 28 (37) 104 (41)  
Age at diagnosis (median) - 77.5 74 .12 
Tumor stage     
II 54 (71) 175 (69) .89 
 
III 22 (29) 78 (31)  
Tumor location     
 Distal colon 10 (13) 60 (24)  
 Proximal colon 65 (87) 181 (73) .026 
  Rectum 0 (0) 8 (3)  
Relapse     
yes 12 (16) 59 (23) .37 
 
no 64 (84) 194 (77)  
Chemotherapy performed     
 yes 18 (24) 59 (23) .97 
  no 58 (76) 194 (77)  
Chemotherapy type     
 FOLFOX 7 (9) 23 (9)  
 FUFOL 0 (0) 2 (1) .65 
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 LV5FU2 11 (15) 31 (13)  
  None 56 (76) 188 (77)  
Lynch syndrome     
 yes 12 (27) 32 (26) .52 
  no 33 (73) 89 (74)  
      
Abbreviations: HSP110 DelL/S, Large/Small HSP110 deletion (DT≥5bp/DT<5bp); FOLFOX, FOLinic acid, Fluorouracil 
and OXaliplatin regimen; LV5FU2, Fluorouracil and Leucovorin regimen; FUFOL, Fluorouracil and Folinic acid 
regimen.                     
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Table 4. Target gene mutations detected in MSI colorectal cancer and their impact on patients' survival (RFS). 
  Stage 2&3 Stage 2 Stage 3 Under chemotherapy 
Gene name 
Mutation 
frequencies 
(%) 
n./n.mut 
p-value      
(Log-Rank) 
n./n.mut 
p-value      
(Log-Rank) 
n./n.mut 
p-value      
(Log-Rank) 
n./n.mut 
p-value      
(Log-Rank) 
TGFBR2 88% 185/162 .22 130/111 .87 55/51 .25 46/42 .31 
SLC35F5 54% 37/20 .98 24/14 .2 13-juin .44 10-juin .64 
MSH3 54% 154/83 .7 109/57 .4 45/26 .14 36/21 .32 
BAX 44% 154/67 .42 108/45 .27 46/22 .68 34/14 .36 
GRK4 41% 163/67 .51 113/43 .74 50/24 .24 41/17 .24 
RAD50 39% 185/72 .34 132/52 .61 53/20 .38 43/13 .78 
ATR 38% 163/62 .25 113/42 .52 50/20 .34 38/14 .71 
MBD4 38% 157/59 .17 112/45 .4 45/14 .076 35/13 .08 
GRB14 37% 165/61 .53 116/43 .45 49/18 .75 40/15 .66 
HSP110 23% a 329/76a .26 229/54a .59 100/22 a .02 77/18 a .04 
MSH6 23% 174/40 .47 120/31 .87 54/9 .78 40/9 .078 
BLM 21% 182/39 .58 127/26 .36 55/13 .99 43/9 .46 
CDX2 18% 123/27 .29 110/20 .35 40/7 .6 34/4 .18 
RECQL 13% 164/21 .64 119/16 .41 45/5 .16 37/7 .21 
RIZ 4% 161/6 .014 117/2 .00092 44/4 .79 37/3 .89 
TFDP2 2% 161/3 .57 116/1 .75 45/2 .55 34/1 .55 
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a mutated samples are those displaying large deletions in the HSP110 T17 (≥5 bp).  
Abbreviations: n, total number of tumor samples analyzed in each case; n.mut, number of mutated samples. 
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Supplementary Figure Legends 
Figure S1. (A) Fragment analysis of the intronic HSP110 microsatellite in colon cancer cell 
lines. As expected, the T17 deletion status of HCT116 (DT=2, e.g. homozygous 2 bp deletion) was 
similar to the most frequent T17 genotype observed in this population (Fig. 1C). (B) Fragment 
analysis of 7 primary MSI tumor samples (HSP110 T17, TGFBR2 A10 and 5 non-coding 
microsatellite DNA repeats from the pentaplex). * indicates the tumor samples that were 
further analyzed for fragment analysis using microdissection (see Fig. 2E). Assuming the 
existence of bi-allelic mutations in TGFBR2 A10 and the pentaplex panel, samples 1-3 were 
found to be weakly contaminated with stromal cells and to display bi-allelic mutations in 
HSP110 T17. Samples 4-7 were highly contaminated with non-tumor cells and displayed wild 
type T17 alleles as a result of this contamination. (C) Additional molecular profiles (n=24) are 
presented. In each case, results before and after microdissection are shown, highlighting that 
HSP110 T17 deletions are usually bi-allelic in MSI CRCs. Expectedly, some differences were 
observed in few samples after microdissection: this is due to the fact that we amplified a 
population of tumor cells that was probably poorly represented in the primary tumor sample. 
(D) Sixteen primary tumor samples that contained low levels of contamination with normal cells 
were also found to display bi-allelic deletions in HSP110 T17, even without microdissection (3 of 
these 16 cases were microdissected as positive controls. They are indicated with an asterisk *). 
Figure S2. (A) Deletion cut-off analysis for stage II-III MSI patients treated with chemotherapy. 
(B) Deletion cut-off analysis for stage II-III MSI patients who did not receive chemotherapy. 
Using a bootstrap approach, 100 subsamples containing 85% of patients were randomly 
selected and the best cut-off for each of these subsamples was 5 bp in 99% of the subsamples 
of patients tested. The same threshold value was found when considering all patients (data not 
shown). The 329 MSI CRC patients were therefore classified into two groups displaying large 
deletions (DT ≥ 5 bp; HSP110 DelL; n=76/329, 23%) or small deletions (0 ≤ DT < 5; HSP110 DelS; 
n=253/329, 77%). 
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Supplementary,Table,S1.,Details,of,the,patient,characteristics,and,their,tumors.
Sample'
Name
Clinical'
Center MSI'Status
Deletion'
HSP110
Deletion'
HSP110'Class
AJCC'
Staging Tumor'Location Gender Age'at'diagnosis
Lynch'
Syndrome'* RFS'event
RFS'delay'
(in'months)
Chemotherapy'
Adj'Performed
5KFluorouracilK
based'
Chemotherapy'
aus001 Australie MSI 3 Small 2 RC F 82.59 NA 0 51.29 N None
aus002 Australie MSI 3 Small 3 RC M 71.53 NA 0 50.04 N None
aus003 Australie MSI 4 Small 3 NA F 81.48 NA 0 48.53 N None
aus004 Australie MSI 5 Large 2 RC F 60.6 NA 0 48.2 Y LV5FU2
aus005 Australie MSI 5 Large 2 RC F 67.39 NA 0 44.58 Y LV5FU2
aus006 Australie MSI 4 Small 2 RC F 66.67 NA 0 10.32 N None
aus007 Australie MSI 4 Small 3 LC F 82.93 NA 1 16.34 N None
aus008 Australie MSI 4 Small 2 RC F 50.36 NA 0 41.85 Y LV5FU2
aus009 Australie MSI 4 Small 2 RC F 72.62 NA 1 1.25 N None
aus010 Australie MSI 2 Small 3 NA F 81.82 NA 0 38.86 N None
aus011 Australie MSI 1 Small 2 RC M 58.56 NA 0 37.91 N None
aus012 Australie MSI 6 Large 2 RC F 82.47 NA 0 35.57 N None
aus013 Australie MSI 5 Large 3 RC F 90.86 NA 0 34.75 N None
aus014 Australie MSI 3 Small 3 NA F 89.47 NA 1 2.24 N None
aus015 Australie MSI 2 Small 2 RC F 79.03 NA 0 34.42 N None
aus016 Australie MSI 4 Small 2 RC F 57.02 NA 0 33.04 Y FOLFOX
aus017 Australie MSI 3 Small 3 LC F 89.01 NA 0 32.88 N None
aus018 Australie MSI 4 Small 2 RC M 41.61 NA 0 32.15 N None
aus019 Australie MSI 6 Large 2 RC M 81.3 NA 0 29.56 N None
aus020 Australie MSI 5 Large 3 RC F 80.39 NA 0 28.93 N None
aus021 Australie MSI 3 Small 3 RC M 42.78 NA 0 28.9 Y FOLFOX
aus022 Australie MSI 5 Large 2 RC F 72.23 NA 0 28.5 Y LV5FU2
aus023 Australie MSI 4 Small 2 RC F 74.99 NA 0 27.58 N None
aus024 Australie MSI 6 Large 3 RC F 90.72 NA 0 26.66 N None
aus025 Australie MSI 3 Small 2 RC M 74.8 NA 0 25.68 N None
aus026 Australie MSI 3 Small 3 RC F 81.25 NA 0 24.07 N None
aus027 Australie MSI 3 Small 3 LC M 50.47 NA 0 23.93 Y FOLFOX
aus028 Australie MSI 3 Small 2 RC M 81.43 NA 0 21.99 N None
aus029 Australie MSI 4 Small 2 NA M 82.55 NA 0 21.76 N None
aus030 Australie MSI 3 Small 2 RC M 61.35 NA 0 19 N None
aus031 Australie MSI 3 Small 2 RC M 63.28 NA 0 17.95 N None
aus032 Australie MSI 5 Large 3 RC F 64.65 NA 0 16.57 Y FOLFOX
aus033 Australie MSI 4 Small 2 RC M 80.36 NA 0 15.78 N None
aus034 Australie MSI 2 Small 2 RC F 80.92 NA 0 15.55 N None
aus035 Australie MSI 4 Small 2 RC F 84.06 NA 0 7.5 N None
aus036 Australie MSI 2 Small 3 RC F 74.47 NA 1 5.79 Y NA
aus037 Australie MSI 3 Small 2 RC F 87.33 NA 0 13.41 N None
aus038 Australie MSI 4 Small 2 LC F 66.81 NA 0 14.17 Y LV5FU2
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aus039 Australie MSI 4 Small 2 RC M 63.15 NA 0 12.16 Y LV5FU2
aus040 Australie MSI 2 Small 3 RC M 63.78 NA 0 11.9 Y FOLFOX
aus041 Australie MSI 2 Small 2 RC F 59.2 NA 0 9.21 N None
aus042 Australie MSI 1 Small 2 RC M 84.44 NA 0 8.88 N None
aus043 Australie MSI 3 Small 2 LC F 71.87 NA 0 7.5 N None
aus044 Australie MSI 4 Small 2 RC F 62 NA 0 6.81 N None
dij001 Dijon MSI 2 Small 2 RC F 73 NA 0 59.51 N None
dij002 Dijon MSI 4 Small 2 RC F 66 none 1 14.85 N None
dij003 Dijon MSI 5 Large 2 RC F 85 none 0 59.51 N None
dij004 Dijon MSI 4 Small 2 RC M 77 none 1 8.18 N None
dij005 Dijon MSI 4 Small 2 RC F 93 NA 0 59.51 N None
dij006 Dijon MSI 4 Small 2 RC M 80 none 1 46.49 N None
dij007 Dijon MSI 3 Small 2 LC F 66 NA 1 20.11 Y FOLFOX
dij008 Dijon MSI 5 Large 3 RC F 68 NA 0 59.51 Y LV5FU2
dij009 Dijon MSI 4 Small 2 RC F 90 none 0 59.51 N None
dij010 Dijon MSI 5 Large 2 RC F 83 none 0 59.51 N None
dij011 Dijon MSI 3 Small 2 LC M 53 none 0 59.51 Y FOLFOX
dij012 Dijon MSI 1 Small 2 RC F 82 NA 0 53.98 N None
dij013 Dijon MSI 2 Small 2 RC F 86 none 0 59.51 N None
dij014 Dijon MSI 3 Small 3 RC F 90 none 1 2.56 N None
dij015 Dijon MSI 4 Small 2 RC M 57 NA 1 13.86 Y LV5FU2
dij016 Dijon MSI 4 Small 2 RC M 76 none 1 16.07 N None
dij017 Dijon MSI 4 Small 2 RC F 88 NA 1 12.32 N None
dij018 Dijon MSI 2 Small 2 RC F 83 none 0 59.51 N None
dij019 Dijon MSI 2 Small 2 LC F 53 none 0 59.51 N None
dij020 Dijon MSI 2 Small 2 RC M 85 none 0 59.51 N None
dij021 Dijon MSI 3 Small 2 RC M 79 none 1 9.72 N None
dij022 Dijon MSI 4 Small 2 RC M 72 none 0 59.51 N None
dij023 Dijon MSI 3 Small 3 RC F 80 none 1 10.12 N None
dij024 Dijon MSI 3 Small 3 RC F 89 none 1 9.3 N None
dij025 Dijon MSI 4 Small 3 RC F 75 NA 1 2.17 N None
dij026 Dijon MSI 5 Large 2 RC F 86 NA 0 59.51 N None
dij027 Dijon MSI 0 Small 2 RC M 60 NA 0 59.51 N None
dij028 Dijon MSI 6 Large 2 RC F 93 NA 1 1.71 N None
dij029 Dijon MSI 0 Small 3 RC F 81 NA 0 59.51 N None
dij030 Dijon MSI 3 Small 3 RC F 67 NA 0 6.83 Y FOLFOX
dij031 Dijon MSI 4 Small 2 RC F 80 NA 0 59.51 N None
dij032 Dijon MSI 4 Small 2 RC M 77 NA 0 59.51 N None
dij033 Dijon MSI 5 Large 2 RC F 82 NA 0 59.51 N None
dij034 Dijon MSI 3 Small 3 RC F 65 NA 1 10.84 Y FOLFOX
dij035 Dijon MSI 4 Small 3 RC F 77 NA 0 59.51 N None
dij036 Dijon MSI 0 Small 2 RC M 57 NA 1 56.51 N None
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dij037 Dijon MSI 5 Large 2 RC F 68 NA 0 59.51 Y FOLFOX
dij038 Dijon MSI 3 Small 2 RC F 72 NA 0 59.51 N None
dij039 Dijon MSI 3 Small 2 RC F 79 NA 0 2.14 N None
dij040 Dijon MSI 5 Large 3 RC F 61 NA 0 59.51 Y FOLFOX
dij041 Dijon MSI 4 Small 2 LC M 77 NA 1 25.3 N None
dij042 Dijon MSI 3 Small 2 LC F 86 NA 0 0.39 N None
dij043 Dijon MSI 1 Small 2 RC F 80 NA 0 59.51 N None
dij044 Dijon MSI 5 Large 2 RC F 65 NA 0 59.51 N None
dij045 Dijon MSI 4 Small 2 LC F 44 NA 0 59.51 Y FOLFOX
dij046 Dijon MSI 5 Large 2 RC M 85 NA 0 59.51 N None
dij047 Dijon MSI 2 Small 2 RC F 78 NA 0 59.51 N None
dij048 Dijon MSI 4 Small 2 RC F 95 NA 1 6.21 N None
dij049 Dijon MSI 4 Small 2 RC F 77 NA 1 36.9 N None
dij050 Dijon MSI 5 Large 2 RC F 82 NA 0 59.51 N None
dij051 Dijon MSI 2 Small 2 RC M 88 NA 1 0.46 N None
dij052 Dijon MSI 5 Large 2 RC F 73 NA 1 3.19 N None
dij053 Dijon MSI 5 Large 3 RC F 82 NA 1 3.91 Y FOLFOX
dij054 Dijon MSI 1 Small 2 RC M 84 NA 0 54.6 N None
dij055 Dijon MSI 4 Small 2 RC F 71 NA 0 11.73 Y FOLFOX
dij056 Dijon MSI 4 Small 2 RC F 92 NA 0 0 N None
dij057 Dijon MSI 2 Small 3 LC M 64 NA 0 11.76 Y FOLFOX
dij058 Dijon MSI 4 Small 3 RC F 86 NA 0 1.77 N None
dij059 Dijon MSI 4 Small 2 RECTUM M 49 NA 0 51.52 Y FOLFOX
dij060 Dijon MSI 5 Large 3 RC M 83 NA 0 18.53 Y FOLFOX
dij061 Dijon MSI 3 Small 2 RC F 67 NA 0 23.75 N None
dij062 Dijon MSI 4 Small 2 RC M 83 NA 0 14.19 N None
dij063 Dijon MSI 5 Large 2 RC F 78 NA 0 14.39 N None
dij064 Dijon MSI 4 Small 2 RC F 52 NA 1 11.27 Y LV5FU2
dij065 Dijon MSI 3 Small 3 RC F 82 none 1 4.7 N None
dij066 Dijon MSI 3 Small 3 LC F 60 none 0 59.51 Y LV5FU2
dij067 Dijon MSI 4 Small 2 RC M 88 none 0 59.51 N None
dij068 Dijon MSI 4 Small 2 RC F 91 none 1 19.29 N None
dij069 Dijon MSI 3 Small 2 RC F 85 none 0 59.51 N None
dij070 Dijon MSI 6 Large 3 RC F 87 none 1 9.2 N None
dij071 Dijon MSI 2 Small 2 RC F 85 none 1 8.54 N None
dij072 Dijon MSI 2 Small 3 RC F 79 none 1 10.35 N None
dij073 Dijon MSI 5 Large 2 RC M 80 none 1 3.29 N None
dij074 Dijon MSI 2 Small 2 RC F 77 none 0 59.51 N None
dij075 Dijon MSI 5 Large 2 RC F 75 none 0 59.51 N None
dij076 Dijon MSI 2 Small 3 RC F 88 none 0 59.51 N None
dij077 Dijon MSI 4 Small 2 RC F 88 none 0 59.51 N None
dij078 Dijon MSI 0 Small 2 RC F 81 NA 0 59.51 N None
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dij079 Dijon MSI 3 Small 2 RC F 69 none 0 59.51 N None
dij080 Dijon MSI 4 Small 2 RC F 83 none 0 59.51 N None
dij081 Dijon MSI 2 Small 2 RC F 79 none 0 59.51 N None
dij082 Dijon MSI 2 Small 3 RC F 89 none 1 6.87 N None
dij083 Dijon MSI 3 Small 2 RC M 82 none 0 59.51 N None
dij084 Dijon MSI 3 Small 2 RC F 70 none 1 5.91 N None
dij085 Dijon MSI 4 Small 3 RC M 82 none 0 59.51 N None
dij086 Dijon MSI 3 Small 2 RC M 64 none 0 59.51 N None
dij087 Dijon MSI 3 Small 2 LC M 63 NA 0 59.51 N None
dij088 Dijon MSI 4 Small 2 LC M 46 LYNCH 0 59.51 N None
dij089 Dijon MSI 2 Small 3 RC F 80 none 1 7.92 N None
dij090 Dijon MSI 5 Large 2 RC F 83 none 1 6.8 N None
dij091 Dijon MSI 5 Large 2 RC F 77 none 0 59.51 N None
dij092 Dijon MSI 4 Small 3 RC F 85 none 0 59.51 N None
dij093 Dijon MSI 2 Small 3 RC F 64 NA 0 59.51 Y LV5FU2
dij094 Dijon MSI 4 Small 2 RC F 90 NA 0 59.51 N None
dij095 Dijon MSI 3 Small 2 RC F 65 NA 0 59.51 N None
dij096 Dijon MSI 3 Small 3 LC F 13 NA 0 59.51 N None
dij097 Dijon MSI 5 Large 3 RC M 73 NA 0 59.51 N None
dij098 Dijon MSI 4 Small 3 RC F 74 NA 1 6.47 Y LV5FU2
dij099 Dijon MSI 4 Small 3 RC F 80 NA 0 2.53 N None
dij100 Dijon MSI 4 Small 3 LC M 75 NA 0 59.51 N None
dij101 Dijon MSI 4 Small 2 RC F 94 NA 1 0.26 N None
dij102 Dijon MSI 4 Small 3 LC M 76 NA 1 8.31 N None
dij103 Dijon MSI 6 Large 3 RC F 82 NA 0 59.51 Y LV5FU2
dij104 Dijon MSI 4 Small 2 RC F 76 NA 0 55.49 N None
dij105 Dijon MSI 3 Small 3 RC F 83 NA 1 13.86 Y LV5FU2
dij106 Dijon MSI 4 Small 2 RC F 81 NA 1 0.26 N None
dij107 Dijon MSI 4 Small 2 RC F 86 NA 0 1.35 N None
dij108 Dijon MSI 4 Small 2 LC M 74 NA 0 37.85 N None
dij109 Dijon MSI 4 Small 2 RC M 81 none 0 59.51 N None
dij110 Dijon MSI 4 Small 2 RC M 52 none 0 59.51 N None
dij111 Dijon MSI 6 Large 2 RC M 75 none 0 59.51 N None
dij112 Dijon MSI 4 Small 2 RC M 67 none 1 28.91 N None
dij113 Dijon MSI 5 Large 2 RC M 88 none 1 3.61 N None
dij114 Dijon MSS 0 Small 3 LC M 60 NA NA NA NA NA
dij115 Dijon MSS 0 Small 2 RC M 72 NA NA NA NA NA
dij116 Dijon MSS 0 Small 2 RC F 72 NA NA NA NA NA
dij117 Dijon MSS 0 Small 3 RC F 86 NA NA NA NA NA
dij118 Dijon MSS 0 Small 3 RC F 70 NA NA NA NA NA
dij119 Dijon MSS 0 Small 3 RC F 82 NA NA NA NA NA
dij120 Dijon MSS 0 Small 2 RC F 71 NA NA NA NA NA
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dij121 Dijon MSS 0 Small 3 LC M 71 NA NA NA NA NA
dij122 Dijon MSS 0 Small 2 RC F 73 NA NA NA NA NA
dij123 Dijon MSS 0 Small 3 RC F 57 NA NA NA NA NA
dij124 Dijon MSS 0 Small 2 RC F 76 NA NA NA NA NA
dij125 Dijon MSS 0 Small 2 RC F 72 NA NA NA NA NA
dij126 Dijon MSS 0 Small 2 RC F 93 NA NA NA NA NA
dij127 Dijon MSS 0 Small 2 LC F 50 NA NA NA NA NA
dij128 Dijon MSS 0 Small 2 RC M 79 NA NA NA NA NA
dij129 Dijon MSS 0 Small 3 RC F 90 NA NA NA NA NA
dij130 Dijon MSS 0 Small 2 RECTUM M 72 NA NA NA NA NA
dij131 Dijon MSS 0 Small 2 LC F 63 NA NA NA NA NA
dij132 Dijon MSS 0 Small 3 RC F 75 NA NA NA NA NA
dij133 Dijon MSS 0 Small 3 RC F 64 NA NA NA NA NA
dij134 Dijon MSS 0 Small 2 RC F 80 NA NA NA NA NA
dij135 Dijon MSS 0 Small 3 RC F 60 NA NA NA NA NA
dij136 Dijon MSS 0 Small 2 RC M 72 NA NA NA NA NA
dij137 Dijon MSS 0 Small 3 RC F 75 NA NA NA NA NA
dij138 Dijon MSS 0 Small 3 LC F 55 NA NA NA NA NA
dij139 Dijon MSS 0 Small 2 RC M 62 NA NA NA NA NA
dij140 Dijon MSS 0 Small 3 RC M 77 NA NA NA NA NA
dij141 Dijon MSS 0 Small 2 RC M 71 NA NA NA NA NA
dij142 Dijon MSS 0 Small 2 RC F 63 NA NA NA NA NA
dij143 Dijon MSS 0 Small 3 RC M 78 NA NA NA NA NA
dij144 Dijon MSS 0 Small 3 RC F 79 NA NA NA NA NA
dij145 Dijon MSS 0 Small 3 RC F 75 NA NA NA NA NA
dij146 Dijon MSS 0 Small 2 RC F 95 NA NA NA NA NA
dij147 Dijon MSS 0 Small 2 RC M 76 NA NA NA NA NA
dij148 Dijon MSS 0 Small 2 RC M 77 NA NA NA NA NA
dij149 Dijon MSS 0 Small 3 RC F 80 NA NA NA NA NA
dij150 Dijon MSS 0 Small 3 RC F 76 NA NA NA NA NA
dij151 Dijon MSS 0 Small 2 RC F 73 NA NA NA NA NA
dij152 Dijon MSS 0 Small 3 RC F 79 NA NA NA NA NA
dij153 Dijon MSS 0 Small 2 RC F 70 NA NA NA NA NA
dij154 Dijon MSS 0 Small 2 LC M 46 NA NA NA NA NA
dij155 Dijon MSS 0 Small 3 RC F 84 NA NA NA NA NA
dij156 Dijon MSS 0 Small 2 RC F 94 NA NA NA NA NA
dij157 Dijon MSS 0 Small 2 RC F 91 NA NA NA NA NA
dij158 Dijon MSS 0 Small 3 RC F 73 NA NA NA NA NA
dij159 Dijon MSS 0 Small 2 LC M 58 NA NA NA NA NA
dij160 Dijon MSS 0 Small 2 RC M 60 NA NA NA NA NA
dij161 Dijon MSS 0 Small 3 RC F 74 NA NA NA NA NA
dij162 Dijon MSS 0 Small 2 RC F 76 NA NA NA NA NA
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dij163 Dijon MSS 0 Small 3 RC F 85 NA NA NA NA NA
dij164 Dijon MSS 0 Small 3 RC F 79 NA NA NA NA NA
dij165 Dijon MSS 0 Small 2 LC F 44 NA NA NA NA NA
dij166 Dijon MSS 0 Small 2 RC F 92 NA NA NA NA NA
dij167 Dijon MSS 0 Small 2 RC F 70 NA NA NA NA NA
dij168 Dijon MSS 0 Small 2 RC M 77 NA NA NA NA NA
dij169 Dijon MSS 0 Small 2 RC F 77 NA NA NA NA NA
dij170 Dijon MSS 0 Small 2 RC F 90 NA NA NA NA NA
dij171 Dijon MSS 0 Small 2 LC F 81 NA NA NA NA NA
dij172 Dijon MSS 0 Small 2 RC M 81 NA NA NA NA NA
dij173 Dijon MSS 0 Small 3 RC M 68 NA NA NA NA NA
dij174 Dijon MSS 0 Small 2 RC M 83 NA NA NA NA NA
dij175 Dijon MSS 0 Small 2 RC F 64 NA NA NA NA NA
dij176 Dijon MSS 0 Small 2 RC M 71 NA NA NA NA NA
dij177 Dijon MSS 0 Small 2 RC M 70 NA NA NA NA NA
dij178 Dijon MSS 0 Small 2 RC M 80 NA NA NA NA NA
dij179 Dijon MSS 0 Small 2 RC F 87 NA NA NA NA NA
dij180 Dijon MSS 0 Small 2 RC F 76 NA NA NA NA NA
dij181 Dijon MSS 0 Small 2 RC M 84 NA NA NA NA NA
dij182 Dijon MSS 0 Small 2 RC F 80 NA NA NA NA NA
dij183 Dijon MSS 0 Small 2 RC F 86 NA NA NA NA NA
dij184 Dijon MSS 0 Small 2 RC F 77 NA NA NA NA NA
dij185 Dijon MSS 0 Small 3 LC M 70 NA NA NA NA NA
dij186 Dijon MSS 0 Small 2 LC M 48 NA NA NA NA NA
dij187 Dijon MSS 0 Small 3 RC F 74 NA NA NA NA NA
dij188 Dijon MSS 0 Small 3 RC F 88 NA NA NA NA NA
dij189 Dijon MSS 0 Small 2 RC M 75 NA NA NA NA NA
dij190 Dijon MSS 0 Small 2 RC F 78 NA NA NA NA NA
dij191 Dijon MSS 0 Small 2 RC F 82 NA NA NA NA NA
dij192 Dijon MSS 0 Small 2 RC F 61 NA NA NA NA NA
dij193 Dijon MSS 0 Small 2 RC M 52 NA NA NA NA NA
dij194 Dijon MSS 0 Small 3 RC F 71 NA NA NA NA NA
dij195 Dijon MSS 0 Small 2 RC F 74 NA NA NA NA NA
dij196 Dijon MSS 0 Small 2 RC F 64 NA NA NA NA NA
dij197 Dijon MSS 0 Small 2 RC F 52 NA NA NA NA NA
dij198 Dijon MSS 0 Small 3 RC F 65 NA NA NA NA NA
dij199 Dijon MSS 0 Small 2 RC F 76 NA NA NA NA NA
dij200 Dijon MSS 0 Small 2 RC M 56 NA NA NA NA NA
dij201 Dijon MSS 0 Small 2 RC M 48 NA NA NA NA NA
dij202 Dijon MSS 0 Small 2 RC F 73 NA NA NA NA NA
dij203 Dijon MSS 0 Small 2 RC F 81 NA NA NA NA NA
dij204 Dijon MSS 0 Small 2 RC F 87 NA NA NA NA NA
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dij205 Dijon MSS 0 Small 2 RC M 57 NA NA NA NA NA
dij206 Dijon MSS 0 Small 2 RC M 75 NA NA NA NA NA
dij207 Dijon MSS 0 Small 2 RC F 79 NA NA NA NA NA
dij208 Dijon MSS 0 Small 2 RC M 68 NA NA NA NA NA
dij209 Dijon MSS 0 Small 3 RC F 77 NA NA NA NA NA
dij210 Dijon MSS 0 Small 2 RECTUM F 78 NA NA NA NA NA
nic001 Nice MSI 4 Small 3 RC F 83 none 0 42 N None
nic002 Nice MSI 2 Small 2 RC F 46 none 0 133 Y FUFOL
nic003 Nice MSI 2 Small 3 RC M 82 none 0 72 Y FUFOL
nic004 Nice MSI 4 Small 2 RC M 65 none 0 17 N None
nic005 Nice MSI 3 Small 3 RC F 82 none 0 31 N None
nic006 Nice MSI 4 Small 3 RC F 86 none 0 46 N None
nic007 Nice MSI 3 Small 2 RC F 77 none 0 83 N None
nic008 Nice MSI 5 Large 2 RC M 85 none 1 5 N None
nic009 Nice MSI 3 Small 2 RC M 50 none 0 85 Y LV5FU2
nic010 Nice MSI 3 Small 2 LC F 72 none 0 87 N None
nic011 Nice MSI 5 Large 3 RC F 79 none 0 77 Y LV5FU2
nic012 Nice MSI 4 Small 3 RC F 80 none 0 41 N None
nic013 Nice MSI 5 Large 3 LC F 82 none 0 72 N None
nic014 Nice MSI 2 Small 2 LC F 43 none 0 57 N None
nic015 Nice MSS 0 Small 2 LC M 68 NA NA NA NA NA
nic016 Nice MSS 0 Small 3 LC M 74 NA NA NA NA NA
nic017 Nice MSS 0 Small 2 LC M 74 NA NA NA NA NA
nic018 Nice MSS 0 Small 3 LC M 75 NA NA NA NA NA
nic019 Nice MSS 0 Small 3 LC F 74 NA NA NA NA NA
nic020 Nice MSS 0 Small 2 LC M 73 NA NA NA NA NA
nic021 Nice MSS 0 Small 2 LC M 71 NA NA NA NA NA
nic022 Nice MSS 0 Small 2 LC M 73 NA NA NA NA NA
nic023 Nice MSS 0 Small 2 LC M 69 NA NA NA NA NA
nic024 Nice MSS 0 Small 3 LC M 73 NA NA NA NA NA
nic025 Nice MSS 0 Small 2 LC M 89 NA NA NA NA NA
nic026 Nice MSS 0 Small 2 LC M 73 NA NA NA NA NA
nic027 Nice MSS 0 Small 2 LC F 72 NA NA NA NA NA
nic028 Nice MSS 0 Small 2 LC F 68 NA NA NA NA NA
nic029 Nice MSS 0 Small 2 LC F 70 NA NA NA NA NA
nic030 Nice MSS 0 Small 2 LC M 68 NA NA NA NA NA
nic031 Nice MSS 0 Small 2 LC F 73 NA NA NA NA NA
nic032 Nice MSS 0 Small 2 LC F 88 NA NA NA NA NA
nic033 Nice MSS 0 Small 3 LC M 74 NA NA NA NA NA
nic034 Nice MSS 0 Small 2 LC M 74 NA NA NA NA NA
psa001 ParisTSA MSI 4 Small 3 RC M 81 none 0 1 N None
psa002 ParisTSA MSI 3 Small 2 RC F 75 none 0 65 N None
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psa003 ParisTSA MSI 4 Small 2 RC M 88 none 0 2 N None
psa004 ParisTSA MSI 4 Small 2 RC F 69 none 0 57 N None
psa005 ParisTSA MSI 5 Large 2 RC M 78 none 0 33 N None
psa006 ParisTSA MSI 4 Small 3 RC M 74 none 1 20 Y LV5FU2
psa007 ParisTSA MSI 3 Small 2 RC M 57 LYNCH 0 20 N None
psa008 ParisTSA MSI 3 Small 2 LC F 81 LYNCH 0 0 N None
psa009 ParisTSA MSI 4 Small 2 LC M 49 LYNCH 0 48 N None
psa010 ParisTSA MSI 2 Small 2 LC M 61 LYNCH 0 17 N None
psa011 ParisTSA MSI 4 Small 3 RC F 79 none 0 7 N None
psa012 ParisTSA MSI 5 Large 2 LC F 88 none 0 5 N None
psa013 ParisTSA MSI 5 Large 3 RC F 58 LYNCH 0 32 Y FOLFOX
psa014 ParisTSA MSI 4 Small 3 RC M 73 LYNCH 1 5 Y LV5FU2
psa015 ParisTSA MSI 4 Small 3 LC M 32 LYNCH 0 76 Y LV5FU2
psa016 ParisTSA MSI 5 Large 2 RC M 46 none 0 73 N None
psa017 ParisTSA MSI 7 Large 3 RC F 78 none 0 60 Y LV5FU2
psa018 ParisTSA MSI 4 Small 3 LC M 56 LYNCH 0 20 Y FOLFOX
psa019 ParisTSA MSI 5 Large 2 RC F 75 none 0 65 N None
psa020 ParisTSA MSI 5 Large 2 RC M 48 LYNCH 0 35 N None
psa021 ParisTSA MSI 4 Small 3 RC F 91 none 0 57 N None
psa022 ParisTSA MSI 3 Small 2 RC M 76 none 1 3 N None
psa023 ParisTSA MSI 5 Large 3 RC M 59 none 0 43 Y LV5FU2
psa024 ParisTSA MSI 6 Large 2 RC F 88 none 0 51 N None
psa025 ParisTSA MSI 6 Large 2 RC F 72 none 0 45 N None
psa026 ParisTSA MSI 5 Large 3 RC F 67 none 0 52 Y LV5FU2
psa027 ParisTSA MSI 3 Small 2 RC F 79 none 0 46 N None
psa028 ParisTSA MSI 3 Small 3 RC F 59 none 1 24 Y LV5FU2
psa029 ParisTSA MSI 5 Large 2 LC F 79 LYNCH 0 51 N None
psa030 ParisTSA MSI 5 Large 2 RC M 65 LYNCH 0 51 N None
psa031 ParisTSA MSI 2 Small 3 RECTUM M 61 LYNCH 0 35 Y LV5FU2
psa032 ParisTSA MSI 4 Small 2 LC M 71 none 0 2 N None
psa033 ParisTSA MSI 7 Large 2 RC M 24 LYNCH 0 37 N None
psa034 ParisTSA MSI 4 Small 2 RC M 77 none 0 43 N None
psa035 ParisTSA MSI 4 Small 2 RC M 67 LYNCH 0 35 N None
psa036 ParisTSA MSI 5 Large 2 RC M 71 none 0 31 N None
psa037 ParisTSA MSI 2 Small 2 LC F 70 LYNCH 0 39 N None
psa038 ParisTSA MSI 4 Small 3 LC M 46 LYNCH 1 10 Y FOLFOX
psa039 ParisTSA MSI 3 Small 3 LC F 26 NA 0 16 Y FOLFOX
psa040 ParisTSA MSI 4 Small 2 RC F 83 none 0 9 N None
psa041 ParisTSA MSI 4 Small 2 LC M 31 NA 0 28 Y FOLFOX
psa042 ParisTSA MSI 5 Large 2 RC F 67 LYNCH 0 28 N None
psa043 ParisTSA MSI 4 Small 2 RC F 66 none 0 20 Y FOLFOX
psa044 ParisTSA MSI 5 Large 2 RC M 74 none 0 36 N None
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psa045 ParisTSA MSI 5 Large 2 LC F 87 none 0 48 N None
psa046 ParisTSA MSI 3 Small 3 RC M 44 LYNCH 0 91 Y FOLFOX
psa047 ParisTSA MSI 4 Small 2 RC F 85 none 0 33 N None
psa048 ParisTSA MSI 2 Small 2 RC F 89 none 0 24 N None
psa049 ParisTSA MSI 5 Large 3 RC F 51 NA 0 45 Y LV5FU2
psa050 ParisTSA MSI 2 Small 2 LC M 71 LYNCH 0 6 Y FOLFOX
psa051 ParisTSA MSI 1 Small 2 RECTUM F 28 LYNCH 0 42 N None
psa052 ParisTSA MSI 5 Large 2 RC M 65 LYNCH 1 13 N None
psa053 ParisTSA MSI 2 Small 2 LC F 73 LYNCH 0 49 N None
psa054 ParisTSA MSI 3 Small 2 RC M 87 none 0 46 N None
psa055 ParisTSA MSI 4 Small 2 RC M 60 none 0 72 N None
psa056 ParisTSA MSI 1 Small 2 RC F 80 LYNCH 0 42 N None
psa057 ParisTSA MSI 5 Large 3 RC F 97 none 0 2 N None
psa058 ParisTSA MSI 4 Small 2 LC F 85 none 0 48 N None
psa059 ParisTSA MSI 5 Large 3 LC M 52 LYNCH 0 60 Y FOLFOX
psa060 ParisTSA MSI 3 Small 2 RC M 67 LYNCH 0 60 N None
psa061 ParisTSA MSI 2 Small 3 RC F 74 none 1 6 Y FOLFOX
psa062 ParisTSA MSI 2 Small 2 RC F 85 none 0 48 N None
psa063 ParisTSA MSI 5 Large 2 NA M 83 none 1 40 N None
psa064 ParisTSA MSI 4 Small 2 LC F 60 LYNCH 0 42 N None
psa065 ParisTSA MSI 0 Small 2 LC M 26 none 0 60 N None
psa066 ParisTSA MSI 4 Small 2 RECTUM M 69 LYNCH 0 21 N None
psa067 ParisTSA MSI 5 Large 2 RC M 86 none 0 17 N None
psa068 ParisTSA MSI 4 Small 2 RC M 50 LYNCH 0 42 N None
psa069 ParisTSA MSI 5 Large 2 RC F 90 none 0 1 N None
psa070 ParisTSA MSI 4 Small 2 RC F 51 LYNCH 0 60 N None
psa071 ParisTSA MSI 5 Large 2 RC F 80 none 0 60 N None
psa072 ParisTSA MSI 3 Small 2 RC M 82 none 0 1 N None
psa073 ParisTSA MSI 5 Large 2 LC M 48 LYNCH 0 72 N None
psa074 ParisTSA MSI 4 Small 2 RECTUM M 59 LYNCH 0 24 N None
psa075 ParisTSA MSI 4 Small 2 RC F 73 none 0 12 N None
psa076 ParisTSA MSI 5 Large 2 RC M 57 LYNCH 0 24 N None
psa077 ParisTSA MSI 3 Small 2 LC M 37 LYNCH 0 36 N None
psa078 ParisTSA MSI 3 Small 2 LC F 53 LYNCH 0 44 N None
psa079 ParisTSA MSI 2 Small 2 RC M 66 LYNCH 0 54 N None
psa080 ParisTSA MSI 3 Small 3 LC M 83 none 1 19 N None
psa081 ParisTSA MSI 2 Small 2 RC F 77 none 0 59 N None
psa082 ParisTSA MSI 3 Small 2 RC F 66 none 0 54 N None
psa083 ParisTSA MSI 2 Small 3 RC M 81 none 0 48 Y LV5FU2
psa084 ParisTSA MSI 4 Small 2 RC F 86 none 0 69 N None
psa085 ParisTSA MSI 5 Large 2 RC F 82 none 1 13 N None
psa086 ParisTSA MSI 3 Small 2 RC M 57 LYNCH 0 45 N None
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psa087 ParisTSA MSI 1 Small 2 RC M 83 none 0 1 N None
psa088 ParisTSA MSI 5 Large 3 RC M 67 none 0 24 N None
psa089 ParisTSA MSI 3 Small 2 RC F 77 LYNCH 0 19 N None
psa090 ParisTSA MSI 6 Large 2 LC M 49 LYNCH 0 42 N None
psa091 ParisTSA MSI 3 Small 2 RC F 103 none 1 30 N None
psa092 ParisTSA MSI 0 Small 2 RECTUM F 55 LYNCH 0 60 N None
psa093 ParisTSA MSI 2 Small 3 RC M 59 LYNCH 0 22 Y FOLFOX
psa094 ParisTSA MSI 4 Small 3 RC F 84 none 0 39 Y FOLFOX
psa095 ParisTSA MSI 4 Small 2 RC F 85 none 0 3 N None
psa096 ParisTSA MSI 6 Large 2 RC F 75 none 0 17 N None
psa097 ParisTSA MSI 2 Small 2 RC F 89 none 0 48 N None
psa098 ParisTSA MSI 4 Small 3 LC M 56 LYNCH 0 26 Y FOLFOX
psa099 ParisTSA MSS 0 Small 2 RC F 70 NA NA NA NA NA
psa100 ParisTSA MSS 0 Small 2 LC M 73 NA NA NA NA NA
psa101 ParisTSA MSS 0 Small 3 RC F 90 NA NA NA NA NA
psa102 ParisTSA MSS 0 Small 2 RC M 65 NA NA NA NA NA
psa103 ParisTSA MSS 0 Small 2 LC F 54 NA NA NA NA NA
psa104 ParisTSA MSS 0 Small 2 RECTUM F 83 NA NA NA NA NA
psa105 ParisTSA MSS 0 Small 2 RC M 44 NA NA NA NA NA
psa106 ParisTSA MSS 0 Small 2 RC F 84 NA NA NA NA NA
psa107 ParisTSA MSS 0 Small 2 RC F 69 NA NA NA NA NA
psa108 ParisTSA MSS 0 Small 2 RC F 75 NA NA NA NA NA
psa109 ParisTSA MSS 0 Small 2 RC F 74 NA NA NA NA NA
psa110 ParisTSA MSS 0 Small 2 RC F 62 NA NA NA NA NA
psa111 ParisTSA MSS 0 Small 3 RC F 81 NA NA NA NA NA
psa112 ParisTSA MSS 0 Small 2 RC F 80 NA NA NA NA NA
psa113 ParisTSA MSS 0 Small 2 RC M 62 NA NA NA NA NA
psa114 ParisTSA MSS 0 Small 2 RC M 72 NA NA NA NA NA
psa115 ParisTSA MSS 0 Small 3 RC F 80 NA NA NA NA NA
psa116 ParisTSA MSS 0 Small 2 RC F 90 NA NA NA NA NA
psa117 ParisTSA MSS 0 Small 3 RC F 71 NA NA NA NA NA
psa118 ParisTSA MSS 0 Small 2 RECTUM M 63 NA NA NA NA NA
psa119 ParisTSA MSS 0 Small 2 RC M 59 NA NA NA NA NA
psa120 ParisTSA MSS 0 Small 3 RC M 81 NA NA NA NA NA
psa121 ParisTSA MSS 0 Small 2 LC M 73 NA NA NA NA NA
psa122 ParisTSA MSS 0 Small 2 LC M 64 NA NA NA NA NA
psa123 ParisTSA MSS 0 Small 2 RC F 76 NA NA NA NA NA
psa124 ParisTSA MSS 0 Small 2 RC F 67 NA NA NA NA NA
psa125 ParisTSA MSS 0 Small 2 RC F 38 NA NA NA NA NA
psa126 ParisTSA MSS 0 Small 2 LC M 47 NA NA NA NA NA
psa127 ParisTSA MSS 0 Small 2 RC M 80 NA NA NA NA NA
psa128 ParisTSA MSS 0 Small 2 RC F 74 NA NA NA NA NA
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psa129 ParisTSA MSS 0 Small 2 RC M 48 NA NA NA NA NA
psa130 ParisTSA MSS 0 Small 3 RC F 74 NA NA NA NA NA
psa131 ParisTSA MSS 0 Small 2 RC M 43 NA NA NA NA NA
psa132 ParisTSA MSS 0 Small 2 RC F 64 NA NA NA NA NA
psa133 ParisTSA MSS 0 Small 2 RC M 56 NA NA NA NA NA
psa134 ParisTSA MSS 0 Small 2 RC F 85 NA NA NA NA NA
psa135 ParisTSA MSS 0 Small 2 RC M 42 NA NA NA NA NA
psa136 ParisTSA MSS 0 Small 2 RC F 76 NA NA NA NA NA
psa137 ParisTSA MSS 0 Small 2 RC M 34 NA NA NA NA NA
psa138 ParisTSA MSS 0 Small 2 RC M 84 NA NA NA NA NA
psa139 ParisTSA MSS 0 Small 2 RC M 76 NA NA NA NA NA
psa140 ParisTSA MSS 0 Small 3 RC M 73 NA NA NA NA NA
psa141 ParisTSA MSS 0 Small 3 RC M 40 NA NA NA NA NA
psa142 ParisTSA MSS 0 Small 3 RC M 71 NA NA NA NA NA
psa143 ParisTSA MSS 0 Small 2 RC F 67 NA NA NA NA NA
psa144 ParisTSA MSS 0 Small 2 RC M 73 NA NA NA NA NA
psa145 ParisTSA MSS 0 Small 2 RC F 80 NA NA NA NA NA
psa146 ParisTSA MSS 0 Small 2 RC F 68 NA NA NA NA NA
psa147 ParisTSA MSS 0 Small 2 RC M 84 NA NA NA NA NA
psa148 ParisTSA MSS 0 Small 2 LC F 58 NA NA NA NA NA
psa149 ParisTSA MSS 0 Small 2 LC M 56 NA NA NA NA NA
psa150 ParisTSA MSS 0 Small 2 RC M 83 NA NA NA NA NA
psa151 ParisTSA MSS 0 Small 3 RC F 52 NA NA NA NA NA
psa152 ParisTSA MSS 0 Small 2 RC M 53 NA NA NA NA NA
psa153 ParisTSA MSS 0 Small 2 RC F 79 NA NA NA NA NA
psa154 ParisTSA MSS 0 Small 2 RC M 76 NA NA NA NA NA
psa155 ParisTSA MSS 0 Small 3 RC M 60 NA NA NA NA NA
psa156 ParisTSA MSS 0 Small 2 RC F 71 NA NA NA NA NA
psa157 ParisTSA MSS 0 Small 2 RC F 55 NA NA NA NA NA
psa158 ParisTSA MSS 0 Small 2 RC F 88 NA NA NA NA NA
psa159 ParisTSA MSS 0 Small 2 RC M 85 NA NA NA NA NA
psa160 ParisTSA MSS 0 Small 2 RC M 83 NA NA NA NA NA
psa161 ParisTSA MSS 0 Small 3 RC M 75 NA NA NA NA NA
psa162 ParisTSA MSS 0 Small 3 RC M 69 NA NA NA NA NA
psa163 ParisTSA MSS 0 Small 3 RC M 60 NA NA NA NA NA
psa164 ParisTSA MSS 0 Small 2 RC M 70 NA NA NA NA NA
psa165 ParisTSA MSS 0 Small 2 RECTUM F 77 NA NA NA NA NA
psa166 ParisTSA MSS 0 Small 2 RC M 74 NA NA NA NA NA
psa167 ParisTSA MSS 0 Small 3 RC M 81 NA NA NA NA NA
psa168 ParisTSA MSS 0 Small 2 RC F 88 NA NA NA NA NA
psa169 ParisTSA MSS 0 Small 2 RC M 80 NA NA NA NA NA
psa170 ParisTSA MSS 0 Small 2 RC M 61 NA NA NA NA NA
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psa171 ParisTSA MSS 0 Small 2 RC F 80 NA NA NA NA NA
psa172 ParisTSA MSS 0 Small 2 RC M 80 NA NA NA NA NA
psa173 ParisTSA MSS 0 Small 2 RC M 81 NA NA NA NA NA
psa174 ParisTSA MSS 0 Small 2 RC M 83 NA NA NA NA NA
psa175 ParisTSA MSS 0 Small 2 RC F 79 NA NA NA NA NA
psa176 ParisTSA MSS 0 Small 2 RC F 56 NA NA NA NA NA
psa177 ParisTSA MSS 0 Small 3 RC F 71 NA NA NA NA NA
psa178 ParisTSA MSS 0 Small 2 RC M 82 NA NA NA NA NA
psa179 ParisTSA MSS 0 Small 2 RC F 72 NA NA NA NA NA
psa180 ParisTSA MSS 0 Small 2 RC F 79 NA NA NA NA NA
psa181 ParisTSA MSS 0 Small 2 RC M 70 NA NA NA NA NA
psa182 ParisTSA MSS 0 Small 3 RC M 84 NA NA NA NA NA
psa183 ParisTSA MSS 0 Small 3 RC F 79 NA NA NA NA NA
psa184 ParisTSA MSS 0 Small 2 RC F 78 NA NA NA NA NA
psa185 ParisTSA MSS 0 Small 2 RC F 88 NA NA NA NA NA
psa186 ParisTSA MSS 0 Small 2 RC F 77 NA NA NA NA NA
psa187 ParisTSA MSS 0 Small 3 RC M 46 NA NA NA NA NA
psa188 ParisTSA MSS 0 Small 2 RC M 75 NA NA NA NA NA
psa189 ParisTSA MSS 0 Small 2 RC M 63 NA NA NA NA NA
psa190 ParisTSA MSS 0 Small 2 LC M 28 NA NA NA NA NA
psa191 ParisTSA MSS 0 Small 2 RC M 45 NA NA NA NA NA
psa192 ParisTSA MSS 0 Small 2 LC M 61 NA NA NA NA NA
psa193 ParisTSA MSS 0 Small 2 RC F 74 NA NA NA NA NA
psa194 ParisTSA MSS 0 Small 2 RC F 53 NA NA NA NA NA
psa195 ParisTSA MSS 0 Small 3 RC F 81 NA NA NA NA NA
psa196 ParisTSA MSS 0 Small 2 RC M 58 NA NA NA NA NA
psa197 ParisTSA MSS 0 Small 2 RC F 56 NA NA NA NA NA
psa198 ParisTSA MSS 0 Small 2 RC F 81 NA NA NA NA NA
psa199 ParisTSA MSS 0 Small 3 LC M 41 NA NA NA NA NA
psa200 ParisTSA MSS 0 Small 2 RC M 49 NA NA NA NA NA
psa201 ParisTSA MSS 0 Small 3 RC F 100 NA NA NA NA NA
psa202 ParisTSA MSS 0 Small 3 RC M 52 NA NA NA NA NA
sin001 Singapore MSI 0 Small 2 LC F 83 NA 0 21.7 N None
sin002 Singapore MSI 6 Large 2 LC M 42 NA 0 121 N None
sin003 Singapore MSI 1 Small 2 LC M 72 NA 1 92 N None
sin004 Singapore MSI 3 Small 2 RC F 51 NA 0 108 N None
sin005 Singapore MSI 3 Small 2 LC M 48 NA 0 109 N None
sin006 Singapore MSI 1 Small 2 RC F 41 NA 0 106 N None
sin007 Singapore MSI 3 Small 2 LC F 69 NA 0 88 N None
sin008 Singapore MSI 2 Small 2 RC F 70 NA 0 138.17 N None
sin009 Singapore MSI 2 Small 2 LC F 64 NA 0 91.95 N None
sin010 Singapore MSI 1 Small 3 RC F 65 NA 1 34 Y LV5FU2
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sin011 Singapore MSI 0 Small 3 LC M 60 NA 0 207.26 Y LV5FU2
sin012 Singapore MSI 1 Small 3 RC F 64 NA 1 20 Y LV5FU2
sin013 Singapore MSI 4 Small 2 LC M 39 NA 0 0.2 N None
sin014 Singapore MSI 3 Small 2 RC M 70 NA 1 16 Y LV5FU2
sin015 Singapore MSI 4 Small 3 RC F 60 NA 0 217.74 Y LV5FU2
sin016 Singapore MSI 3 Small 3 LC M 62 NA 0 105.06 Y LV5FU2
sin017 Singapore MSI 4 Small 2 LC M 72 NA 0 213.24 N None
sin018 Singapore MSI 4 Small 2 LC M 79 NA 1 15.54 N None
sin019 Singapore MSI 6 Large 3 RC F 44 NA 0 184.82 Y LV5FU2
sin020 Singapore MSI 0 Small 2 LC M 52 NA 0 0.3 N None
sin021 Singapore MSI 3 Small 2 RC M 57 NA 0 189.06 Y LV5FU2
sin022 Singapore MSI 4 Small 2 LC F 43 NA 0 153.81 N None
sin023 Singapore MSI 3 Small 2 RC M 71 NA 0 63.14 Y LV5FU2
sin024 Singapore MSI 4 Small 3 RECTUM M 40 NA 0 170.37 Y LV5FU2
sin025 Singapore MSI 4 Small 3 LC M 76 NA 0 0.03 N None
sin026 Singapore MSI 4 Small 2 LC F 61 NA 0 147.8 N None
sin027 Singapore MSI 4 Small 3 RC F 82 NA 0 0.33 N None
sin028 Singapore MSI 4 Small 2 RC F 75 NA 1 29.11 N None
sin029 Singapore MSI 4 Small 3 LC M 32 NA 1 6.34 Y LV5FU2
sin030 Singapore MSI 4 Small 3 RC M 79 NA 0 1.15 N None
sin031 Singapore MSI 4 Small 3 RECTUM M 58 NA 1 6.01 Y LV5FU2
sin032 Singapore MSI 0 Small 2 LC F 70 NA 0 156.11 Y LV5FU2
sin033 Singapore MSI 5 Large 2 LC M 60 NA 0 81.41 N None
sin034 Singapore MSI 4 Small 3 LC F 42 NA 0 155.35 Y LV5FU2
sin035 Singapore MSI 2 Small 3 LC F 84 NA 1 8.61 N None
sin036 Singapore MSI 1 Small 3 RC M 63 NA 1 5.26 N None
sin037 Singapore MSI 1 Small 2 RC F 92 NA 1 1.68 N None
sin038 Singapore MSI 1 Small 2 RC F 88 NA 0 48.16 N None
sin039 Singapore MSI 4 Small 2 RC M 80 NA 0 51.68 N None
sin040 Singapore MSI 2 Small 3 RC F 74 NA 1 9.86 N None
sin041 Singapore MSI 7 Large 2 LC M 71 NA 0 144.19 N None
sin042 Singapore MSI 5 Large 2 RC F 80 NA 0 144.84 N None
sin043 Singapore MSI 4 Small 2 LC F 85 NA 0 142.21 N None
sin044 Singapore MSI 2 Small 2 RC M 63 NA 0 122.96 Y LV5FU2
sin045 Singapore MSI 4 Small 2 RC M 42 NA 0 120.57 N None
sin046 Singapore MSI 4 Small 2 RC M 31 NA 0 117.97 N None
sin047 Singapore MSI 3 Small 3 RC F 74 NA 0 113.93 Y LV5FU2
sin048 Singapore MSI 3 Small 2 RC F 51 NA 0 108.05 N None
sin049 Singapore MSI 2 Small 2 RC F 52 NA 0 92.71 N None
sin050 Singapore MSI 5 Large 2 RC F 87 NA 0 62.02 N None
sin051 Singapore MSS 0 Small 2 LC M 42 NA NA NA NA NA
sin052 Singapore MSS 0 Small 2 LC M 71 NA NA NA NA NA
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sin053 Singapore MSS 0 Small 2 RC F 53 NA NA NA NA NA
sin054 Singapore MSS 0 Small 2 LC M 49 NA NA NA NA NA
sin055 Singapore MSS 0 Small 2 RC F 39 NA NA NA NA NA
sin056 Singapore MSS 0 Small 2 RC F 70 NA NA NA NA NA
sin057 Singapore MSS 0 Small 3 RC F 69 NA NA NA NA NA
sin058 Singapore MSS 0 Small 3 LC M 60 NA NA NA NA NA
sin059 Singapore MSS 0 Small 3 RC F 67 NA NA NA NA NA
sin060 Singapore MSS 0 Small 2 LC M 39 NA NA NA NA NA
sin061 Singapore MSS 0 Small 2 RC M 72 NA NA NA NA NA
sin062 Singapore MSS 0 Small 3 RC F 52 NA NA NA NA NA
sin063 Singapore MSS 0 Small 3 LC M 62 NA NA NA NA NA
sin064 Singapore MSS 0 Small 2 LC M 73 NA NA NA NA NA
sin065 Singapore MSS 0 Small 2 LC M 79 NA NA NA NA NA
sin066 Singapore MSS 0 Small 3 RC F 45 NA NA NA NA NA
sin067 Singapore MSS 0 Small 2 LC M 52 NA NA NA NA NA
sin068 Singapore MSS 0 Small 2 LC F 42 NA NA NA NA NA
sin069 Singapore MSS 0 Small 2 RC M 71 NA NA NA NA NA
sin070 Singapore MSS 0 Small 3 RC F 83 NA NA NA NA NA
sin071 Singapore MSS 0 Small 2 RC F 74 NA NA NA NA NA
sin072 Singapore MSS 0 Small 3 LC M 30 NA NA NA NA NA
sin073 Singapore MSS 0 Small 2 RC M 73 NA NA NA NA NA
sin074 Singapore MSS 0 Small 2 LC M 60 NA NA NA NA NA
sin075 Singapore MSS 0 Small 3 LC F 42 NA NA NA NA NA
sin076 Singapore MSS 0 Small 3 RC M 62 NA NA NA NA NA
sin077 Singapore MSS 0 Small 2 RC F 87 NA NA NA NA NA
sin078 Singapore MSS 0 Small 3 RC F 73 NA NA NA NA NA
sin079 Singapore MSS 0 Small 2 LC M 71 NA NA NA NA NA
sin080 Singapore MSS 0 Small 2 RC F 80 NA NA NA NA NA
sin081 Singapore MSS 0 Small 2 RC M 62 NA NA NA NA NA
sin082 Singapore MSS 0 Small 2 RC M 75 NA NA NA NA NA
sin083 Singapore MSS 0 Small 3 RC F 65 NA NA NA NA NA
sin084 Singapore MSS 0 Small 2 RC F 65 NA NA NA NA NA
sin085 Singapore MSS 0 Small 2 RC F 87 NA NA NA NA NA
tou001 Toulouse MSI 4 Small 2 RC M 78.2 LYNCH 1 17 Y NA
tou002 Toulouse MSI 4 Small 3 RC F 35.8 NA 1 10 Y NA
tou003 Toulouse MSI 4 Small 2 RC F 66.4 none 0 53 N N
tou004 Toulouse MSI 1 Small 2 RC F 88.3 none 0 67 N N
tou005 Toulouse MSI 5 Large 2 RC M 81.8 none 0 48 N N
tou006 Toulouse MSI 3 Small 3 RC M 79.3 none 0 42 N N
tou007 Toulouse MSI 3 Small 3 RC M 75.3 none 0 87 N N
tou008 Toulouse MSI 4 Small 2 RC F 68 none 1 5 N N
tou009 Toulouse MSI 4 Small 2 LC F 92.4 none 0 91 N N
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tou010 Toulouse MSI 6 Large 2 RC F 74.5 LYNCH 1 14 N N
tou011 Toulouse MSS 0 Small 2 LC M 71.3 NA NA NA NA NA
tou012 Toulouse MSS 0 Small 2 LC M 67.5 NA NA NA NA NA
Abbreviations,:,MSI,,Microsatellite,Instable,tumor;,MSS,,Microsatellite,stable,tumor;,RC,,right,colon/proximal,colon;,LC,,left,colon/distal,colon;,F,,Female;,M,,Male;,Large,,HSP110,Deletion,size,≥5bp;,Small,HSP110,Deletion,size,
<5bp,;,NA,:,Non,Applicable,or,Non,Available,;,N,:,No,;,Y,:,Yes.,*,Patients,that,were,likely,to,have,Lynch,syndrome,were,those,that,displayed,no,methylation,of,the,MLH1,promoter,in,their,tumor.
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Supplementary,Table,S2.,Associations)of)clinical)and)molecular)annotations)to)outcome)(relapse3free)survival))for)Stage)II)&)III)MSI3CRC)Patients.,
, ,,,,,,,,,,COX,UNIVARIATE,ANALYSIS, ,,,,,,,,,,COX,MULTIVARIATE,ANALYSIS
a,
Variable, Available,data, ) ) modality, model, ) ) modality, model,
) ) ) ) P,value, P,value, ) ) P,value, P,value,
,, n,(n,relapse), H.R., (95%C.I.), (Wald), (LogLrank), H.R., (95%C.I.), (Wald), (LogLrank),
TNM)Stage)(III)) 329)(70)) 2.3) (1.433.7)) <.001) <.001) 2.2) (1.333.8)) <.001)
<.001)
Age)recoded)(≥75y))) 329)(70)) 1.5) (0.8932.5)) .13) .13) 1.5) (0.832.7)) .21)
Chemotherapy)(yes)) 329)(70)) 1.4) (0.8332.4)) .21) .21) 1.3) (0.6432.6)) .48)
HSP110Del)(Large)vs)Small)) 329)(70)) 0.7) (0.3731.3)) .26) .26) 0.57) (0.2931.1)) .096)
Tumor)location)(Proximal)
colon)))
324)(68))
1.8) (0.8533.6)) .13)
.28)
1.8) (0.8733.9)) .11)
Tumor)location)(Rectum)) 1.1) (0.1438.6)) .94) 0.92) (0.1137.4)) .94)
Gender)(Male)) 329)(70)) 0.93) (0.5731.5)) .76) .76) 1.1) (0.6431.8)) .8)
53FU)based)Chemotherapy)
type)*) 72)(17)) 1.8) (0.5635.6)) .33) .32) ) ) )
Lynch)syndrome)(Lynch)) 166)(35)) 0.69) (0.2432)) .5) .50) ) ) )
a)Multivariate)models)included)variables)available)for)most)samples.)Therefore,)the)model)was)estimated)on)324)patients)(n)relapse=68).)
Abbreviations:)H.R.,)Cox)Hazard)Ratio;)95%)C.I.,)95)Percent)Confidence)Interval)of)HR;)LV5FU2,)Fluorouracil)and)Leucovorin)regimen.)*LV5FU2)alone)or)FOLFOX)(LV5FU2)+)Oxaliplatin))
)
)
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Supplementary Table 3. Interaction between HSP110 deletion size and chemotherapy performed.       
  Under chemotherapy   No chemotherapy  P value 
    HSP110 DelL HSP110 DelS     HSP110 DelL HSP110 DelS   
for 
interaction 
No. of relapse/No. At Risk janv-18 19/59     nov-58 40/194     
5-Year survival 0.94 0.64     0.79 0.76     
HR (95% CI)         
 univariate 0.16 (0.02-1.2) 1 [Reference]     1 (0.53-2.1) 1 [Reference]   .030 
 multivariatea 
0.089 (0.011-
0.71) 
1 [Reference]   0.99 (0.48-2) 1 [Reference]  .0090 
a Multivariate models included HSP110 deletion, Stage, Tumor Location, Age (recoded 75y) and Gender.    
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Pronostic de la mutation de PIK3CA intra-sous type MSS
vs MSI
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Abstract
PIK3CA, which encodes the p110a catalytic subunit of PI3Ka, is one of the
most frequently altered oncogenes in colon cancer (CC), but its prognostic
value is still a matter of debate. Few reports have addressed the association
between PIK3CA mutations and survival and their results are controversial. In
the present study, we aimed to clarify the prognostic impact of PIK3CA muta-
tions in stage I–III CC according to mismatch repair status. Fresh frozen tissue
samples from two independent cohorts with a total of 826 patients who under-
went curative surgical resection of CC were analyzed for microsatellite instabil-
ity and screened for activating point mutations in exon 9 and 20 of PIK3CA by
direct sequencing. Overall, 693 tumors (84%) exhibited microsatellite stability
(MSS) and 113 samples (14%) harbored PIK3CA mutation. In the retrospective
training cohort (n = 433), patients with PIK3CA-mutated MSS tumors
(n = 47) experienced a significant increased 5-year relapse-free interval com-
pared with PIK3CA wild-type MSS tumors (n = 319) in univariate analysis
(94% vs. 68%, Log-rank P = 0. 0003) and in multivariate analysis (HR = 0.12;
95% confidence interval, 0.029–0.48; P = 0.0027). In the prospective validation
cohort (n = 393), the favorable prognostic impact of PIK3CA mutations in
MSS tumors (n = 327) was confirmed (83% vs. 67%, Log-rank P = 0.04). Our
study showed that PIK3CA mutations are associated with a good prognosis in
patients with MSS stage I–III CC.
ª 2015 The Authors. Cancer Medicine published by John Wiley & Sons Ltd. This is an open access article under the terms of
the Creative Commons Attribution License, which permits use, distribution and reproduction in any medium,
provided the original work is properly cited.
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Introduction
The phosphoinositide 3-kinase (PI3K)/AKT/mTOR sig-
naling pathway is critical for cell growth, survival, and
malignant transformation. It is inappropriately activated
in many different cancer types [1]. Activation is often
mediated by mutations occurring in PIK3CA, which
encodes the p110a catalytic subunit of a heterodimeric
class IA PI3K called PI3Ka. This gene is one of the most
frequently mutated genes (16%) in colorectal cancer
(CRC), after notably TP53 (51%), APC (37%), and KRAS
(36%) [2].
In the signal transduction, after ligand binding to a
tyrosine kinase receptor, activated PI3Ka phosphorylates
phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate (PIP2) at the
30-position of the inositol ring, allowing the generation of
phosphatidylinositol 3,4,5-triphosphate (PIP3). This
second messenger binds and recruits the 3-phosphoinosi-
tide-dependent protein kinase-1 (PDK1), which thereafter
activates AKT/PKB, a serine/threonine kinase involved in
regulating many biological processes such as cell survival,
growth, and metabolism [3]. There are three major muta-
tional hotspots (at codons 542, 545, and 1047) in exons 9
and 20 of PIK3CA, partially encoding the helical domain
and the C-terminal kinase domain of the protein, respec-
tively [4]. Activating point mutations in these amino-acid
residues elevate the enzymatic activity of PI3K and con-
tribute to tumorigenesis through cell proliferation,
decreased apoptosis and autophagy, loss of contact inhibi-
tion, induction of angiogenesis, and increased tumor
invasion [5–7].
As one of the most commonly deregulated pathways in
solid human cancers, targeting the PI3K/AKT/mTOR
pathway could be of important therapeutic interest [8].
Indeed, a number of PI3K or dual PI3K-mTOR inhibitors
have been, or will soon be, introduced into clinical trials
as antitumor agents for the treatment of CRC and other
malignancies [9–11]. Preclinical studies demonstrated that
PIK3CA mutations predict response to these agents, pre-
sumably due to oncogene addiction [12–15]. However,
prognosis of CRC patients harboring PIK3CA mutation
remains unclear and results from previous studies dealing
with this issue seem conflicted [16–22]. Thus, the prog-
nostic role of PIK3CA as an independent predictor of
recurrence and/or survival in patients with CRC remains
to be determined.
The discrepancy of published results could be in part
explained by the well-known molecular heterogeneity of
CRC. Among the different individualized molecular sub-
groups, tumors with microsatellite instability (MSI)
accounts for ~15% of all CRCs and are characterized by
defective DNA mismatch repair and genomic instability.
The remaining 85% of microsatellite stable (MSS) CRC
display chromosomal instability resulting in hyperploidy
associated with allelic losses. Both groups show specific
particularities in terms of natural history, tumor location,
pathological features, mechanisms of carcinogenesis, and
genetic mutation patterns [23].
The aim of this multicenter study was to investigate
the prognostic value of PIK3CA mutations in nonmeta-
static colon cancer (CC) according to MSI status.
Material and Methods
Study population
The French national “Cartes d’Identite des Tumeurs”
(CIT) program involved a multicenter cohort of 782
patients with stage I–IV CRC who underwent surgery
between 1987 and 2007 in seven centers. Fresh frozen pri-
mary tumor tissue samples were retrospectively collected.
Clinicopathological data were extracted from the medical
charts and centrally reviewed for all patients. This retro-
spective cohort was used as a training cohort.
For validation purpose, the prospective cohort from
the population-based registry of digestive cancer in the
Co^te-d’Or area (Burgundy, France) previously describe
elsewhere was used [24, 25]. Tumor samples from this
validation patient cohort included all CC resected
between 1998 and 2002 for which frozen tissue material
was available and suitable for molecular analysis.
Patients with rectal cancer (located within 15 cm from
the anal verge), distant metastasis or who received neoad-
juvant therapy (either chemotherapy and/or radiotherapy)
were excluded from analysis. Thus, only stage I–III CC
according to the 7th edition of the AJCC/UICC tumor-
node-metastasis (TNM) classification operated in a cura-
tive intent were further considered for evaluation [26].
PIK3CA status had also to be determined for each sample.
This study was approved by the Institutional Review
Boards of all participating centers.
Mutation analysis
Genomic DNA was extracted from fresh frozen tissues.
Exons 9 and 20 of the PIK3CA gene were selected for
screening by direct Sanger sequencing on both strands
because of the high frequency of somatic mutations known
to be clustered in these regions [4]. All samples found to be
mutated were PCR-amplified and sequenced in a second,
independent experiment. PCR conditions for amplification
and primer sequences are available upon request.
The seven most common somatic mutations of KRAS
located within codon 12 (G12D, G12V, G12C, G12A,
2 ª 2015 The Authors. Cancer Medicine published by John Wiley & Sons Ltd.
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G12S, and G12R) and codon 13 (G13D), as well as BRAF
V600E mutation, were assessed by allelic discrimination
using TaqMan-specific probes as previously described
[27].
Microsatellite status and CpG island
methylator phenotype analysis
In the retrospective CIT cohort, MSI status was assessed
according to the panel of five microsatellites approved by
the consensus conference (D2S123, D5S346, D17S250,
BAT25, and BAT26) [28]. In the validation cohort, MSI
status was determined as previously described [29].
We used the MSP (gel-based methylation-specific PCR)
method with the panel of the five markers CACNA1G,
IGF2, NEUROG1, RUNX3, and SOCS1 to determine
CpG island methylator phenotype (CIMP) status [30].
After DNA bisulfite treatment, two multiplex methyla-
tion-specific PCR were performed. Capillary electrophore-
sis on automatic sequencer (ABI 3130 Genetic analyzer;
Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) was used for
fragment analysis. The methylation status of each gene
was determined as detailed by Weisenberg and colleagues
[29]. Methylator phenotype-positive cases (CIMP+) were
defined as those with ≥3 methylated promoters and
CIMP—cases as those with <2 methylated promoters.
Statistic analysis
The distribution of patient and tumor characteristics was
compared across cohorts by the Chi-squared test or the
Fisher’s exact test for categorical data, as appropriate, and
by the Welch’s t-test for continuous data.
Relapse-free interval (RFI) was defined as the time
from CC resection to locoregional and/or distant recur-
rence, whichever came first. Patients alive with no evi-
dence of disease at last follow-up and patients who died
without any recurrence were censored. Overall survival
(OS) was defined as the period of time between CC sur-
gery and death. Survival curves were plotted according to
the method of Kaplan and Meier and differences between
survival distributions were assessed by the log-rank test.
Univariate and multivariate models for survival analysis
were computed using Cox proportional hazards regres-
sion. All the variables that were significant in univariate
analysis were included in the multivariate model. The
proportional hazards assumptions were tested to examine
the appropriateness of the models.
All P-values were two-sided and statistical significance
was assumed for P ≤ 0.05. All statistical analyses were
performed using the R statistical environment (http://
www.R-project.org). Survival analyses were performed
using the R package survival.
Results
Patient characteristics
A total of 826 samples from stage I–III CC with successful
mutation analysis for PIK3CA were obtained from both
cohorts (n = 433 in the training cohort and n = 393 in
the validation cohort). Patients’ characteristics are
depicted in Table 1. Overall, 133 tumors exhibited MSI
phenotype (67 [15%] in the training cohort and 66
[17%] in the validation cohort, P = 0.67). Among MSS
tumors, patients included in the validation cohort were
significantly older (69 vs. 73 years, P = 0.00021), had less
advanced stage (45% vs. 35% for stage III, P = 0.015)
and were less likely to receive adjuvant chemotherapy
(45% vs. 32%, P = 0.00071), as compared with the train-
ing cohort. Among MSI tumors, patients in the validation
cohort were significantly older (74 vs. 80 years,
P = 0.0016). Significant more patients had a Lynch syn-
drome in the training cohort (4% vs. 1%, P = 0.0087).
Only one patient, included in the validation cohort, had a
familial adenomatous polyposis.
PIK3CA mutations analysis and associations
with other molecular and
clinicopathological features
Among the 826 tumors suitable for PIK3CA, 113 (14%)
tumors displayed a mutation in exon 9 and/or 20 (59 in
the training cohort and 54 in the validation cohort). Most
PIK3CA mutations were located in exon 9 with 38 tumors
in the training cohort (64% of the mutated samples) and
32 tumors in the validation cohort (59% of the mutated
samples). PIK3CA mutations in exon 20 were detected in
6% of the tumors in both cohorts. Only four tumors
(three MSS tumors and one MSI tumor, all in the train-
ing cohort) harbored PIK3CA mutation in both exons 9
and 20, which accounted for 0.5% of all studied samples
and 4% of all mutated samples (Table 2).
The determination of KRAS and BRAF mutational sta-
tus could be ascertained for 817 (99%) and 780 (94%)
tumors, respectively (Table 3). In the whole population,
we identified KRAS mutation at codon 12 or 13 and
V600E BRAF mutation in 37% and 11% of cases, respec-
tively, with no statistical difference between the two
cohorts, either globally or according to MSI status. As
expected, KRAS and BRAF mutations were mutually
exclusive. Concomitant PIK3CA and KRAS mutations
were found in 55 tumors (7%), whereas only 11 tumors
(1%) were mutated for both PIK3CA and BRAF.
We assessed the relationship between PIK3CA mutation
and clinicopathological and molecular features in each
cohort according to MSI status (Table 4). The frequency
ª 2015 The Authors. Cancer Medicine published by John Wiley & Sons Ltd. 3
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of PIK3CA mutations was not different between MSS and
MSI tumors (13% vs. 18%, P = 0.36 in the training
cohort and 13% vs. 17%, P = 0.57 in the validation
cohort). Among MSS tumors, PI3KCA mutations were
significantly more frequently located in the proximal
colon and associated with CIMP-positive tumors in the
training cohort (51% vs. 34%, P = 0.033 and 23% vs.
8%, P = 0.0063 respectively), and significantly more fre-
quent in female in the validation cohort (56% vs. 37%,
P = 0.032). A significant association between PIK3CA and
KRAS mutations (58% vs. 37%, P = 0.014) was found in
the validation cohort. Among MSI tumors, PIK3CA
mutations were significantly more frequent in patients
with early-stage disease in the training cohort (33% vs.
7% for stage I, P = 0.034).
PI3KCA mutation and patient survival
according to microsatellite status
We further examined the prognostic impact of PIK3CA
mutations in nonmetastatic CC after curative resection.
The median follow-up was 51 months (range,
1–192 months) in the training cohort and 61 months
(range, 1–143 months) in the validation cohort. The
5-year RFI was similar in the training cohort and in the
validation cohort, either globally (63% vs. 68%, P = 0.24),
and also within MSS and MSI tumors (63% vs. 66%,
P = 0.58 and 67% vs. 81%, P = 0.23, respectively).
Within the MSS CC subgroup of the training cohort,
patients with PIK3CA-mutated CC experienced a signifi-
cantly higher RFI than those without PIK3CA mutation
(5-year RFI 94% vs. 68%, Log-rank P = 0.0003; Hazard
Ratio [HR] = 0.12; 95% confidence interval [CI], 0.029–
0.48) on univariate analysis (Fig. 1A). This finding was
confirmed in the validation cohort (5-year RFI 83% vs.
67%, Log-rank P = 0.04; HR = 0.45; 95% CI, 0.21–0.97;
P = 0.04) (Fig. 1B). Similarly, OS was significantly higher
in patients with MSS PIK3CA-mutated CC than those
without PIK3CA mutation in the training cohort (5-year
OS 88% vs. 75%, Log-rank P = 0.04; HR = 0.43; 95% CI,
0.19–0.98) (Fig. 1C), and a strong tendency was also
observed in the validation cohort (5-year OS 77% vs.
62%, Log-rank P = 0.052; HR = 0.61, 95% CI, 0.37–1)
(Fig. 1D). A subgroup analysis according to TNM stage
(stage I–II and stage III) was also performed for RFI and
OS in both cohorts (Figs. S1 and S2).
We found that the type of PIK3CA mutation had no
differential effect on RFI (Fig. S3). Five-year RFI of
Table 2. Location of PIK3CA mutations according to microsatellite status in the two cohorts.
PIK3CA mutant types
CIT cohort Dijon cohort CIT cohort vs. Dijon cohort
MSS tumors (%) MSI tumors (%) MSS tumors (%) MSI tumors (%) P value MSS tumors P value MSI tumors
Exon 9 mutant 30 (64) 4 (33) 30 (70) 2 (18) 0.24 0.39
Exon 20 mutant 14 (30) 7 (58) 13 (30) 9 (82)
Exon 9 and 20 mutant 3 (6) 1 (8) 0 (0) 0 (0)
MSS, microsatellite stable; MSI, microsatellite instable.
Table 3. Molecular characteristics of colon cancers according to microsatellite status in the two cohorts.
Molecular
features
All
cases n (%)
Total
CIT (%)
Total
Dijon (%) P value
MSS
CIT (%)
MSS
Dijon (%) P value
MSI
CIT (%)
MSI
Dijon (%) P value
PIK3CA status
Mutant 826 113 (14) 59 (14) 54 (14) 0.96 47 (13) 43 (13) 0.99 12 (18) 11 (17) 0.97
Wild-type 713 (86) 374 (86) 339 (86) 319 (87) 284 (87) 55 (82) 55 (83)
KRAS status
Mutant 817 301 (37) 164 (38) 137 (35) 0.37 147 (40) 129 (40) 0.92 17 (27) 8 (12) 0.062
Wild-type 516 (63) 263 (62) 253 (65) 216 (60) 195 (60) 47 (73) 58 (88)
BRAF status
Mutant 780 85 (11) 35 (9) 50 (13) 0.12 7 (2) 12 (4) 0.37 28 (43) 38 (58) 0.11
Wild-type 695 (89) 353 (91) 342 (87) 316 (98) 315 (96) 37 (57) 27 (42)
CIMP status
CIMP 763 606 (79) 301 (81) 305 (78) 0.37 278 (90) 288 (88) 0.68 23 (37) 17 (26) 0.26
CIMP+ 157 (21) 71 (19) 86 (22) 32 (10) 38 (12) 39 (63) 48 (74)
MSS, microsatellite stable; MSI, microsatellite instable; CIMP, CpG island methylator phenotype.
ª 2015 The Authors. Cancer Medicine published by John Wiley & Sons Ltd. 5
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patients with PIK3CA mutation in exon 9 or exon 20
were 94% and 93%, respectively, in the training cohort
(P = 0.50), and 79% and 92% (P = 0.37), respectively, in
the validation cohort. Notably, no recurrence occurred
for the three patients in the CIT cohort whose tumor har-
bored concomitant PIK3CA exon 9 and exon 20 muta-
tions.
We performed a multivariate analysis, adjusting for all
significant prognostic variables (P ≤ 0.05) including TNM
stage and PIK3CA mutations (Table 5). Risk of recurrence
remained significantly lower in the training cohort for
PIK3CA-mutated MSS CC patients as compared with
wild-type PIK3CA MSS CC patients (HR = 0.12; 95% CI,
0.029–0.48; P = 0.0027). Although not significant, a trend
toward decreased recurrence risk was observed for
PIK3CA-mutated MSS CC patients in the validation
cohort (HR = 0.49; 95% CI, 0.23–1.1; P = 0.074), and
PIK3CA mutation variable remained with TNM stage in a
backward–forward step selection to reduce the multivari-
ate model to the only informative variables.
Within the MSI tumors, patients with PIK3CA muta-
tion in the training cohort experienced a significantly
decreased RFI than those without PIK3CA mutation on
univariate analysis (5-year RFI 67% vs. 87%, Log-rank
P = 0.043, HR = 3.4; 95% CI, 0.96–12; P = 0.058) (Fig.
S4A). This finding was not confirmed in the validation
cohort (5-year RFI 100% vs. 80%, Log-rank P = 0.44)
(Fig. S4B).
In the two cohorts, we found that the impact of
PIK3CA mutation was not different between patients with
MSS CC who received adjuvant chemotherapy and those
who had no adjuvant treatment (Fig. S5).
Discussion
Over the past several decades, significant progress has
been achieved in the treatment of CC, mostly due to
improvements in surgical techniques and chemothera-
peutic regimens [31, 32]. These advances have contrib-
uted to increase cancer-specific survival (CSS), but
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Figure 1. Kaplan–Meier curves for relapse-free interval in the CIT cohort (A) and in the Dijon cohort (B), for overall survival in the CIT cohort (C)
and in the Dijon cohort (D) according to PIK3CA status in microsatellite stable tumors.
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patient outcome is still difficult to predict. Thus, prog-
nostic biomarkers are required to guide physicians for
patient management and follow-up after CC curative
resection. Currently, the most recognized prognostic fac-
tor in CRC is the AJCC/UICC TNM staging system,
defined by the depth of bowel wall invasion and by the
presence of metastases in lymph nodes or more distant
sites. However, there remains considerable heterogeneity
in outcome within the different stages of this classifica-
tion [33]. Many studies assessed the potential prognostic
impact of several somatic mutations including KRAS,
BRAF, and TP53 mutations after curative surgery [34–
36]. So far, none of these has been identified as a
reproducible prognostic biomarker, except V600E BRAF
mutation, which seems to be an independent biomarker of
poor prognosis in MSS stage III CCs [37]. Regarding
PI3KCA mutations, reports are scarce and results are equiv-
ocal [16–20]. None used an independent validation group
to support their conclusions. Some of them included
patients with stage IV disease [16, 18, 19], while others
evaluated also patients with rectal cancer [16, 18, 19, 21].
In a series of 418 CRCs, Abubaker and colleagues reported
that PIK3CA mutations were not associated with OS [16].
Day and colleagues found similar results in a series of 585
stage II–III CRC regarding disease-free survival (DFS) [21].
Nevertheless, this finding is in contradiction with other
Table 5. Cox proportional hazards model for RFI among microsatellite stable tumors in the two cohorts.
Variables
Univariate analysis Multivariate analysis1
n n events HR 95% CI P value n HR 95% CI P value
CIT cohort
TNM stage
II 366 99 5.1 0.7–38 0.11 366 5.4 0.74–39 0.096
III 366 99 11 1.5–77 0.019 11 1.5–80 0.017
PIK3CA
Mutated 366 99 0.12 0.029–0.48 0.0029 0.12 0.029–0.48 0.0027
Gender
Male 366 99 1.1 0.73–1.6 0.67
Age
– 365 99 1 0.98–1 0.84
Tumor location
Proximal colon 366 99 1 0.66–1.5 0.99
KRAS
Mutated 363 99 1.2 0.81–1.8 0.37
BRAF
Mutated 323 78 1.5 0.36–6 0.6
CIMP
CIMP+ 310 74 0.98 0.45–2.1 0.95
Dijon cohort
TNM stage
II 327 97 2.5 0.89–6.8 0.084 327 2.5 0.89–6.8 0.084
III 327 97 4.2 1.5–12 0.0058 4.2 1.5–12 0.0058
PIK3CA
Mutated 327 97 0.45 0.21–0.97 0.042 0.49 0.23–1.1 0.074
Gender
Male 327 97 1.1 0.71–1.6 0.77
Age
- 327 97 0.99 0.98–1 0.46
Tumor location
Proximal colon 327 97 0.7 0.44–1.1 0.11
KRAS
Mutated 324 95 1.3 0.86–1.9 0.22
BRAF
Mutated 327 97 0.31 0.043–2.2 0.24
CIMP
CIMP+ 326 97 0.89 0.45–1.8 0.75
CIMP, CpG island methylator phenotype; HR, hazard ratio; CI, confidence interval; P value, Wald test P value.
1Multivariate models include significant variables (P < 0.05).
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publications showing that any PIK3CA mutation induced a
significant decrease in survival [17, 18]. Furthermore, stud-
ies that evaluated disease outcome according to the type of
PIK3CA mutation have led to different conclusions. Fari~na
Sarasqueta and colleagues found that mutations located in
exon 20 conferred poorer survival in stage III patients [20].
But recently, Liao and colleagues emphasized that the prog-
nostic impact of PI3KCA mutations was only restricted to
the small proportion of CRCs harboring concomitant
mutations in both exon 9 and 20 [19]. Finally, in a large
series of 627 stage III CC, Ogino and colleagues found that
PIK3CA mutation was neither a prognostic biomarker nor
a predictive biomarker of response to adjuvant chemother-
apy [22]. It should be noted that these patients have been
enrolled in a randomized controlled trial and received
either the Roswell Park regimen of 5-fluoro-uracil (FU)/
leucovorin (LV) or the regimen of irinotecan/FU/LV. These
adjuvant treatments are, however, not those recommended
in case of stage III disease (i.e., a combination of FU and
oxaliplatin) [38].
We found in the present study that PI3KCA mutations
had a favorable prognostic impact in MSS stage I–III CC.
This finding is based on two large homogenous groups of
patients, excluding those with rectal cancer or distant
metastatic disease. Indeed, prognosis and management of
patients with rectal cancer differ from that of patients
with CC, as neoadjuvant chemoradiotherapy and quality
of surgery have a significant impact on local recurrence
[39, 40]. Moreover, prognostic biomarkers and chemo-
therapy regimens differ greatly between localized and
advanced CC. Especially, targeted therapies can be used
for patients with stage IV CRC, and discussions are still
ongoing as to whether PIK3CA mutations including those
present at the exon 20 are predictive biomarkers of
response to anti-EGFR monoclonal antibodies [41].
Although retrospective, our training cohort showed
quite similar molecular features than those of our pro-
spective validation cohort, either for all patients or for
patients with MSS CC. The mutation rates of PIK3CA,
KRAS, and BRAF were consistent with those reported in
the literature and were obtained from frozen tumoral tis-
sues [2]. In the literature, PIK3CA mutations have been
reported to be significantly more frequent in women [24],
in elderly patients [21], in proximal tumors [21, 24], in
KRAS-mutated tumors, [17, 21, 24] and in MSI tumors
[16]. In contrast with these reports, we did not find a
consistent association between PIK3CA mutations and
one particular clinical or molecular characteristic in our
two cohorts of patients. The fact that the prognostic value
of PIK3CA mutations was not confirmed on multivariate
analysis could be explained by the clinical characteristics
of the patients included in the validation cohort. The
MSS tumors included in this second cohort were
associated with a spontaneous better prognosis with sig-
nificantly less stage III CC and less indications for adju-
vant chemotherapy. One might assume that this group
was underpowered to detect a statistical difference.
Very recently, Liao and colleagues highlighted that the
use of aspirin after diagnosis among patients with
PIK3CA-mutated CRC was associated with a significant
longer CCS and OS compared with patients with
PIK3CA-wild-type CRC, with an 82% reduction in CRC
deaths and a 45% reduction in deaths from all causes
[42]. In this study based on two large prospective com-
bined cohorts, the authors concluded that this gene could
be used as a predictive biomarker for the prescription of
aspirin therapy in adjuvant setting. Similarly, Domingo
and colleagues also found in a large randomized trial
comparing rofecoxib with placebo after primary CRC
resection that regular use of low-dose aspirin after CRC
diagnosis was associated with a reduced rate of recurrence
in patients with PIK3CA-mutated tumors compared with
PIK3CA-wild-type tumors (HR = 0.11; 95% CI; 0.001–
0.832; P = 0.027) [43]. But, in a series of 1487 CRC
patients including 185 patients with PIK3CA-mutated
tumors, Kothari and colleagues did not confirm the rela-
tionship between aspirin use and improved survival in
patients with stage II-III disease [44]. We were not able
to assess patients’ survival according to PIK3CA status
and aspirin treatment since information regarding aspirin
therapy was not available in our database. However,
definitive conclusion about the predictive value of
PIK3CA mutations for aspirin treatment in nonmetastatic
CRC can only be given with the results of a randomized
trial.
The negative prognostic impact of PIK3CA mutations
in MSI CC was not confirmed in the validation cohort.
MSI CRCs have a significantly better prognosis with
higher survival rates compared to MSS CRCs [23]. In
adjuvant setting, this phenotype is associated with a halv-
ing of the risk of recurrence [45]. Therefore, for clinical
practice, effective and accurate biomarkers of disease
relapse after curative surgery are particularly required for
patients with MSS tumors. MSI CRCs also constitute a
heterogeneous group of CC, including both tumors with
germline mutation of mismatch repair genes and tumors
with CIMP and hypermethylation of the MLH1 gene pro-
moter. The two cohorts were too small to analyze the
influence of PIK3CA mutations according to the different
subgroups of MSI tumors.
As for the study of Ogino and colleagues, we found
that PIK3CA mutations were not a predictive biomarker
for response to adjuvant chemotherapy [22]. In our
study, PIK3CA mutation was a good prognostic biomar-
ker, either in patients with MSS CC treated with adjuvant
chemotherapy or those without adjuvant treatment. The
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type of adjuvant chemotherapy regimen was not recorded
in our study, but it seems likely that a majority of
patients received an oxaliplatin-based regimen, as recom-
mended.
Our results seem to be in complete contrast with previ-
ous reports in CRC. Indeed, in experimental models,
PIK3CA gain-of-function mutations have been shown to
cause increased phosphorylation of AKT, aberrant activa-
tion of the PI3K/AKT/mTOR signaling pathway, and to
promote oncogenic transformation. One would expect
that proto-oncogene activation (or tumor suppressor gene
inactivation) would clinically be associated with aggressive
tumor behavior and unfavorable prognosis. However, in
understanding of cancer biology, such reasoning seems
too simplistic and contradicted by the well-known exam-
ple of MSI phenotype in CRC [23]. Finally, the good
prognostic value of PIK3CA mutations has been empha-
sized in other cancer types, such as breast cancer, endo-
metrial cancer, ovarian clear cell carcinoma, and
esophageal squamous cell carcinoma [46–49]. Notably,
Kalinsky and colleagues showed in a series of 509 primary
breast tumors with a median follow-up of more than
12 years that patients with PIK3CA-mutated tumors had
a less aggressive phenotype with a significant improve-
ment in OS and CSS [46]. Similarly, Shigaki and col-
leagues found in a series of 219 patients who had
undergone curative resection of stage I–III esophageal
squamous cell carcinoma that patients with PIK3CA
mutations experienced significantly longer DFS, CSS, and
OS than those with wild-type PIK3CA [49]. One possible
explanation is that PIK3CA mutations could result in
oncogene-induced senescence [46], but the biological
mechanisms underlying this effect are still unclear.
Finally, in CRC, Baba and colleagues reported in a series
of 717 samples that phosphorylated AKT expression was
significantly associated with PIK3CA mutations, and that
patients with AKT-activated tumors had a significantly
improved CSS in multivariate analysis [50]. Surprisingly
in this study, the authors used the data from the Nurses’
Health Study and the Health Professionals Follow-up
Study, which are the same cohorts as those used in the
studies of Ogino and colleagues and Liao and colleagues
that led to diametrically opposite conclusions regarding
the prognostic impact of PIK3CA mutations [17, 19].
In summary, our study suggests that PIK3CA muta-
tions are associated with better outcome in patients with
resected MSS stage I-III CC. Our results may have clinical
implications and provide useful information for the post-
operative management of patients. Those with high-risk
stage II or stage III PIK3CA-mutated MSS CC may not
require adjuvant chemotherapy. Nevertheless, the mecha-
nisms explaining this favorable prognostic impact of
PIK3CA mutations remain to be elucidated. We cannot
exclude that this could be the reflect of the predictive
value of aspirin therapy. These results warrant confirma-
tion in further translational studies.
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Résumé
Résumé
Le cancer du côlon (CC) est l’un des cancers les plus fréquents et les plus mortels en
France et dans le monde. Près de la moitié des patients décèdent dans les 5 ans suivant le
diagnostic. La classification clinique en stade histologique et la classification moléculaire
selon les formes d’instabilité du génome (l’instabilité des microsatellites (MSI), l’instabilité
chromosomique (CIN) et l’hyperméthylation des promoteurs (CIMP)) ne suffisent pas à
définir des entités homogènes du point de vue moléculaire et à prédire de manière efficace
la récidive. Pour améliorer la prise en charge des patients, il apparaît indispensable de
mieux appréhender la diversité de la maladie afin de trouver des marqueurs pronostiques
et prédictifs efficaces.
Mon travail de thèse a donc été d’étudier la diversité des CC à l’échelle moléculaire par
l’utilisation d’approches omiques sur une large cohorte de patients. Il a abouti à l’établisse-
ment d’une classification transcriptomique robuste de ce cancer dans son ensemble, validée
sur des données indépendantes, et à la caractérisation fine de chacun des sous-types. Six
sous-types ont ainsi été définis présentant des caractéristiques clinico-pathologiques, des
altérations moléculaires de l’ADN, des enrichissements de signatures liées aux lésions et
cellules d’origines, des voies de signalisation dérégulées et des survies bien distinctes. Les
résultats de ce travail ont été confortés par un travail de classification consensus mis en
place avec un consortium de travail international auquel j’ai participé.
Ces résultats ont permis de confirmer que le cancer colorectal n’est pas une maladie homo-
gène. Ils ouvrent de nouvelles perspectives pour l’établissement de signatures pronostiques
et la recherche de cibles pour de nouveaux traitements ainsi que pour l’évaluation de la
réponse au traitement au sein d’essais cliniques.
Mots-clefs
cancer, colon, classification, omiques, MSI, CIMP, CIN, médecine personnalisée
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Abstract
Colon cancer (CC) is one of the most frequent and most deadly cancer in France
and worldwide. Nearly half of patients die within 5 years after diagnosis. Clinical stage
based on histological features and molecular classification based genomic instabilities (mi-
crosatellite instability (MSI), chromosomal instability (CIN) and hypermethylation of the
promoters (ICPM)) are not sufficient to define homogeneous molecular entities and to
predict recurrence effectively. To improve patient care, it is essential to better understand
the diversity of the disease so that effective prognostic and predictive markers could be
found.
My PhD work has been focused on studying the diversity of CC at the molecular level
through the use of omics approaches on a large cohort of tumor samples. It led to the
establishment of a robust transcriptomic classification of these cancers, validated on inde-
pendent data sets, and to a detailed characterization of each of the subtypes. Six subtypes
have been defined and were associated with distinct clinicopathological characteristics and
molecular alterations, specific enrichments of supervised gene expression signatures related
to cell and lesions of origin, specific deregulated signaling pathways and distinct survival.
The results of this work have been strengthened by a consensus classification defined by
an international consortium working group in which I’ve been involved.
These results confirm that colorectal cancer is an heterogeneous disease. They provide
a renewed framework to develop prognostic signatures, discover new treatment targets,
identify new therapeutic strategies and assess response to treatment in clinical trials.
Keywords
cancer, colon, classification, omics, MSI, CIMP, CIN, personalized medicine
